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α-SMA: Actina α de músculo liso 
aa: Aminoácido 
ABC: “ATP Binding Cassette”  
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ADNc: ADN complementario  
AFP: α-fetoproteína 
ALT: Alanina-aminotransferasa 
AMPc: Adenosín monofosfato cíclico 
ASBT: “Apical Sodium-dependent Bile acid Transporter” 
AST: Aspartato-aminotransferasa  
AP: Fosfatasa alcalina 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNm: ARN mensajero  
ATC: Ácido taurocólico 
BCRP: “Breast Cancer Resistance Protein”  
BDL: Ligadura del conducto biliar común 
CDCA: Ácido quenodesoxicólico 
CGC: Colangiocarcinoma 
CK-7: Citokeratina-7 
Ct: Ciclo umbral  
CYP: Enzimas citocromo P450 
DAPI: 4,6-diamino-2-fenilindol 
DCA: Ácido desoxicólico 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
dNTPs: Desoxirribonucleótidos trifosfato  
ECL: “Enhanced ChemiLuminiscence” 
EEM: Error estándar de la media 
EGF: Factor de crecimiento epidérmico 
EGFR: Receptor para el factor de crecimiento epidérmico 
FBS: Suero bovino fetal 
FITC-GC: Colil-glicil-isotiocianato de fluoresceína 
fs: “Frameshift mutation” 
FXR: ”Farnesoid X receptor” 
GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa  
GCDCA: Ácido glicoquenodesoxicólico 
GGT: gamma-glutamil transferasa 
GST: Glutatión-S-transferasa 
GUDCA: Ácido glicoursodesoxicólico 
HB: Hepatoblastoma 
HBV: Virus de la hepatitis B 
HCC: Carcinoma hepatocelular 
HCV: Virus de la hepatitis C 
HNF: Factor hepatocitario nuclear 
IL-6: Interleucina-6 




LCA: Ácido litocólico 
MAF: Frecuencia alélica menor 
MAPK: “Mitogen-activated proteinkinases” 
MC: Medio de captación 
MDR: Resistencia a múltiples drogas  
MOC: Mecanismos de quimiorresistencia 
MP: Medio de preincubación 
MPP+: 1-Metil-4-fenilpiridinium 
MRP: Proteína asociada a resistencia a múltiples drogas 
OATP: Polipéptido transportador de aniones orgánicos  
OCT: Transportador de cationes orgánicos 
ORF: “Open reading frame” 
PAGE: Electroforesis en gel de agarosa  
pb: Pares de bases  
PBS: Tampón fosfato salino  
p.c.: Peso corporal 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa  
PDGFR: Receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas 
Pm: Peso molecular 
RT: Transcripción reversa  
RTKs: Recepotes de tirosina kinasa 
SDS: Dodecil sulfato sódico  
SHP: “Small heterodimer partner” 
SNP: “Single nucleotide polymorphisms” 
TAA: Tioacetamida 





TKIs: Inhibidores de tirosina kinasa 
TLDAs: (“Taqman Low Density Arrays”) o tarjetas microfluídicas 
TMD: Dominio transmembrana 
Tris: Trishidroximetilaminometano 
UAF: Unidades arbitrarias de fluorescencia 
UDCA: Ácido ursodesoxicólico 
UTR: “Untranslated region” 
VEGF: Factor de crecimiento vasculo-endotelial 
VEGFR: Receptor para el factor de crecimiento vasculo-endotelial 














Número de copias de un alelo concreto dividido entre el 









Mutación que altera el marco de lectura, por una inserción o 
deleción de nucleótidos que altera la secuencia de los 
tripletes del ADN.  
Heterocigosidad Presencia de dos alelos diferentes para un mismo gen 
Homocigosidad Presencia de un único alelo del gen 
“Missense 
mutation” 
Mutación puntual en la cual el cambio en un solo nucleótido 
provoca la traducción de un aminoácido diferente 
Mutación 
silenciosa 




Mutación que causa la traducción de un aminoácido diferente 
pero químicamente similar.  
“Nonsense 
mutation” 
Mutación puntual en la secuencia del ADN que resulta en la 
formación de un codón de STOP prematuro. 
Polimorfismo o 
variante genética 
Cada uno de los múltiples alelos de un gen en la población, 





Variación en la secuencia del ADN causada normalmente por 
el cambio de un solo nucleótido  
“Splicing” 
alternativo 
Proceso de edición post-transcripcional tras la síntesis del 
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Material y Métodos 
Los tumores hepáticos constituyen el quinto tipo de cáncer más frecuente y son 
la tercera causa de muerte por esta enfermedad. El carcinoma hepatocelular (HCC), 
derivado de los hepatocitos, y el colangiocarcinoma (CGC), derivado de los 
colangiocitos, son los tumores hepáticos primarios malignos más frecuentes. 
Aunque el número de casos de CGC es menor que el de HCC, el CGC presenta 
una incidencia creciente y una alta tasa de mortalidad, debido en parte a la dificultad 
de diagnosticarlo, y a que las opciones terapéuticas son muy limitadas.  
El sorafenib es un fármaco citostático con actividad inhibidora de tirosina kinasa, 
que ha mostrado una potente actividad antitumoral in vitro e in vivo frente al HCC y al 
CGC. Sin embargo, el éxito de este agente antitumoral, como sucede con otros 
fármacos quimioterapéuticos, se ve reducido por la falta de respuesta de algunos 
pacientes por la pre-existencia o la aparición de quimiorresistencia durante el 
tratamiento, lo que supone junto a los efectos secundarios en otros tejidos, uno de los 
principales problemas en la lucha farmacológica contra el cáncer. 
Puesto que la mayoría de los fármacos tienen carácter de iones orgánicos y por 
lo tanto poseen propiedades hidrofílicas, se requiere la participación de proteínas 
transportadoras localizadas en la membrana plasmática para que sean incorporados al 
interior celular. Una reducción en la expresión o actividad de los transportadores 
implicados en la captación de fármacos citostáticos por las células tumorales, puede 
suponer una disminución de su efecto terapéutico. Las proteínas de la familia SLC 
(“Solute Carriers”), que se encuentran expresadas en las células tumorales derivadas 
de tejido hepático, pueden determinar las concentraciones intracelulares de 
determinados compuestos y, por tanto, son claves para su actividad antitumoral. 
En nuestro grupo de investigación se han desarrollado derivados citostáticos, 
denominados Bamets, sintetizados por la unión del platino con una o varias moléculas 
de ácidos biliares, para dotarles de carácter organotrópico y reducir la toxicidad 
inespecífica. Con algunos compuestos de esta familia se han obtenido buenos 
resultados en ensayos preclínicos realizados en modelos in vitro e in vivo de HCC. 
Basándonos en estos antecedentes nos planteamos como objetivo global de 
esta Tesis Doctoral desarrollar modelos experimentales que permitan profundizar en 
la investigación del CGC, así como evaluar el papel de las proteínas transportadoras 
ASBT y OCT1 en la vectorización de fármacos antitumorales como los Bamets hacia 
células colangiolares, y la implicación de OCT1 en la falta de respuesta al sorafenib en 
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Para alcanzar este objetivo general diseñamos los siguientes objetivos parciales: 
Objetivo 1º: Obtener un modelo experimental de colangiocarcinogénesis en 
ratas, para su utilización en la investigación de nuevos marcadores tumorales y 
fármacos más eficaces frente al CGC. 
Objetivo 2º: Profundizar en la investigación de la etiopatogénesis del CGC, 
evaluando el  papel de los ácidos biliares acumulados en situaciones de colestasis en 
la progresión de la colangiocarcinogénesis en ratas. 
Objetivo 3º: Establecer y caracterizar líneas de CGC con utilidad como modelo 
in vitro para la investigación del uso de estrategias de vectorización de fármacos hacia 
células tumorales de origen colangiolar. 
Objetivo 4º: Evaluar el efecto citostático in vitro de fármacos antitumorales 
derivados de ácidos biliares, como el Bamet-UD2, y el papel de los transportadores 
ASBT y OCT1 como dianas para la vectorización de dichos fármacos hacia células 
tumorales de origen colangiolar. 
Objetivo 5º: Investigar el papel de la reducción en la expresión y la presencia de 
mutaciones inactivantes en el gen SLC22A1, que codifica el transportador de cationes 
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Material y Métodos 
2.1. SISTEMA HEPATOBILIAR 
2.1.1. Generalidades 
El hígado es la víscera más voluminosa del organismo (representa un 2,5% del 
peso de un adulto sano) y una de las más importantes en cuanto a actividad 
metabólica. Está localizado en la región del hipocondrio derecho del abdomen. 
Macroscópicamente está dividido en tres lóbulos. Normalmente, es de consistencia 
blanda y depresible, y está recubierto por una cápsula fibrosa.  
El sistema biliar incluye las unidades secretoras del hígado, el canalículo biliar, 
dúctulos biliares (canales de Hering), ductos biliares intrahepáticos, ductos biliares 
extrahepáticos, el conducto hepático común, el conducto cístico, la vesícula biliar y el 
conducto biliar común. Todos los vertebrados poseen un tracto biliar, pero no todos 
poseen vesícula biliar, cuya función como órgano accesorio del sistema digestivo es 
participar en la circulación enterohepática de la bilis, mediante el almacenamiento y 
concentración de compuestos biliares a través de la eliminación de agua e intercambio 
de electrolitos (Diamond, 1962) (Dietschy et al., 1964). 
Las células mayoritarias en el hígado son los hepatocitos, células epiteliales 
parenquimáticas, que se disponen dejando entre sí espacios vasculares heterogéneos 
llamados sinusoides. Además, encontramos otros espacios intercelulares, los 
canalículos biliares, formados por invaginaciones de la membrana de los hepatocitos. 
Los canalículos biliares convergen en conductillos y éstos en conductos biliares 
contenidos en los espacios porta, que contienen también vasos linfáticos y paquetes 
nerviosos (Feldmann, 1986). 
2.1.2. Hepatocitos 
Los hepatocitos son las células mayoritarias del hígado y llevan a cabo la 
mayoría de las funciones metabólicas de este órgano. En número representan un 60% 
de los tipos celulares hepáticos mientras que ocupan aproximadamente el 80% del 
volumen del órgano (Figura I-1). Estas células poseen una polaridad muy marcada, 
distinguiéndose tres regiones de distinta especificidad morfológica y funcional en la 
membrana plasmática (Evans, 1980) (Meier, 1988): 
-­‐ Membrana sinusoidal: orientada hacia el polo sanguíneo (espacio de Disse). 
Esta membrana está formada por microvellosidades que crean una elevada 
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-­‐ Membrana lateral: es la membrana situada entre hepatocitos colindantes. 
Contiene estructuras celulares cuya función es mantener la conexión mecánica 
y funcional entre los hepatocitos adyacentes como las “tight junctions”, 
desmosomas y “gap junctions” (Meier, 1988). 
-­‐ Membrana canalicular: es una invaginación de la superficie de la membrana 
plasmática del hepatocito, que al unirse a la del hepatocito adyacente, forma el 
canalículo biliar. Esta membrana también presenta numerosas 
microvellosidades hacia la luz canalicular. 
 
 
Figura I-1: Estructura tridimensional de un lóbulo hepático (Adaptación de Adams et al., 2006). 
2.1.3. Colangiocitos 
Además de los hepatocitos, en el hígado existe otro tipo de célula epitelial, los 
colangiocitos (Figura I-1), que aunque representan una pequeña proporción del total 
de células que forman el hígado (entre un 3 y un 5%) juegan un papel fisiológico 
importante en la funcionalidad de este órgano. 
 Los colangiocitos forman el sistema biliar ductal. Este sistema se ha dividido en 
conductos biliares extrahepáticos e intrahepáticos; aunque existe otra clasificación que 
los divide en conductos biliares grandes y pequeños (Kanno et al., 2000). 
 En el hígado humano se ha clasificado el epitelio biliar intrahepático en base al 
diámetro de los conductos (Ludwig, 1987) en pequeños dúctulos biliares (o colangiolos 
terminales) (< 15 µm), ductos interlobulares (15-100 µm), ductos septales (100-300 
µm), ductos de área (300-400 µm), ductos segmentados (400-800 µm) y ductos 
hepáticos (>800 µm) (Ludwig, 1987). Este complejo entramado forma progresivamente 
estructuras mayores hasta que convergen en los ductos biliares extrahepáticos, los 
cuales finalmente vierten la bilis a la vesícula biliar y, posteriormente, al intestino.  
Canalículo biliar













Material y Métodos 
Los colangiocitos que forman el sistema biliar ductal, que consiste en la porción 
del canalículo (0,5-2 µm), forman una red tridimensional que se continúa con los 
dúctulos biliares o canales de Hering, recubiertos por 3-4 colangiocitos que a la vez 
presentan uniones con los hepatocitos (uniones ductal-canaliculares) (Gaudio et al., 
2009) (Gaudio et al., 1980) (Carpino et al., 1981).  
En ratas, estudios morfológicos en cortes de hígado y con unidades de 
conductos biliares intrahepáticos aislados (Alpini et al., 1996; Kanno et al., 2000) han 
mostrado que el epitelio biliar está formado por conductos y colangiocitos de diversos 
tamaños. Además, se ha encontrado una relación directa entre el área del colangiocito 
y el diámetro externo del conducto biliar, demostrándose que los pequeños conductos 
(<15 µm de diámetro externo) están rodeados por colangiocitos pequeños (8 µm de 
diámetro) (Alpini et al., 1996; Alpini et al., 1997), mientras que los conductos mayores 
(>15 µm de diámetro) están rodeados por colangiocitos grandes (15 µm de diámetro) 
(Alpini et al., 1996; Alpini et al., 1997; Benedetti et al., 1996). 
Atendiendo a esta heterogénea distribución morfológica del epitelio biliar, la 
estructura del sistema biliar se puede asemejar a la forma de un árbol, donde los 
conductos común y hepático corresponderían al tronco, los conductos biliares 
intrahepáticos corresponderían a las ramas más grandes, y los pequeños dúctulos se 
corresponderían con las hojas del árbol (Masyuk et al., 2001).  
El canal de Hering es un canal localizado en la unión dúctulo-hepatocelular, 
rodeado en parte por hepatocitos y en parte por colangiocitos, que representa la unión 
fisiológica del árbol biliar con el sistema canalicular hepatocitario. Los canales de 
Hering tienen continuidad directa con los colangiolos terminales, los cuales 
representan la primera estructura tubular completamente rodeada de colangiocitos. 
Estos pequeños dúctulos están rodeados por 4 ó 5 colangiocitos que se caracterizan 
por tener una morfología cuboidal, con una membrana basal, “tight junctions” entre 
células adyacentes y microvellosidades que protegen el lumen biliar (Benedetti et al., 
1996). 
Los colangiocitos pequeños y grandes comparten características estructurales, 
como la presencia de núcleo multilobulado, numerosas vesículas en la región 
subapical, “tight junctions”, alta densidad de microvellosidades y lisosomas, y pocas 
mitocondrias (Benedetti et al., 1996). Se ha descrito que los colangiocitos también 
poseen un cilio primario (Larusso et al., 2011) (Ishii et al., 1989) en su membrana 
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las actividades biológicas de los colangiocitos, incluyendo la diferenciación celular, la 
proliferación y la secreción (Masyuk et al., 2003; Vroman et al., 1996). 
Además, los colangiocitos presentan diferencias fenotípicas según si se localizan 
rodeando los pequeños o grandes ductos. En cuanto a la morfología, los colangiocitos 
de mayor tamaño tienen una forma más columnar mientras que los pequeños son 
cuboidales. Los colangiocitos pequeños muestran un alto ratio núcleo/citoplasma, en 
contraste con los colangiocitos de los grandes ductos que poseen un núcleo 
relativamente pequeño y un abundante citoplasma. Un rico aparato de Golgi es 
detectable entre el polo apical y el núcleo, sin embargo, el retículo endoplasmático 
rugoso es escaso en los dúctulos más pequeños, y aumenta un poco en los ductos 
más grandes (Benedetti et al., 1996). 
En los colangiocitos podemos distinguir una membrana apical y una membrana 
basolateral, y entre células adyacentes podemos observar “tight junctions” que se 
localizan en la proximidad del dominio apical (Vroman et al., 1996). 
Anatómicamente, los conductos biliares están dispuestos paralelos con una 
rama de la vena porta y con una o dos ramas de la arteria hepática, dando sentido 
anatómico a la asociación representada en la microarquitectura hepática como la 
triada portal. 
2.1.4. Otros tipos celulares hepáticos 
Además de los hepatocitos y colangiocitos, en el hígado existen células 
endoteliales fenestradas (que recubren los sinusoides hepáticos y permiten un 
intercambio directo entre la sangre y los hepatocitos), células de Ito (o células 
estrelladas, que almacenan vitamina A, sintetizan diferentes proteínas del tejido 
conectivo y secretan factores de crecimiento) y células de Kupffer, responsables de la 
fagocitosis de bacterias y sustancias extrañas que puedan acceder al sinusoide 
(Guyton, 2000) (Michalopoulos et al., 1997). 
2.2. FUNCIONES DEL SISTEMA HEPATOBILIAR 
2.2.1. Funciones del hígado 
El hígado desempeña múltiples funciones en el organismo, entre las que destacan: 
§ Metabolismo de hidratos de carbono: homeostasis de la glucosa sérica, 
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§ Metabolismo de lípidos: síntesis y catabolismo de colesterol, producción de 
triglicéridos y ácidos grasos, síntesis y metabolismo de lipoproteínas 
plasmáticas, β-oxidación de ácidos grasos, producción de cuerpos cetónicos 
durante el ayuno.  
§ Metabolismo de proteínas: síntesis de proteínas plasmáticas, transformación 
del amonio en urea, catabolismo de bases púricas y pirimidínicas, 
interconversión de aminoácidos no esenciales.  
§ Producción de bilis: el hígado excreta la bilis al duodeno, donde desempeña un 
papel fundamental en la digestión de los alimentos y absorción de nutrientes.  
§ Síntesis de factores de coagulación como el fibrinógeno, factores III, V, VII, IX y 
XI. También sintetiza el grupo hemo.  
§ Almacén de múltiples sustancias como glucosa en forma de glucógeno, 
vitamina B12, hierro y cobre.  
§ Destoxificación y otras reacciones de biotransformación: en mamíferos adultos 
el hígado es el responsable de la eliminación a bilis de un gran número de 
compuestos con estructuras químicas diferentes denominados compuestos 
colefílicos. Algunos de ellos son endógenos, como los ácidos biliares y 
pigmentos biliares hemoderivados; mientras que otros muchos son 
xenobióticos.	   
2.2.2. Funciones del sistema colangiolar 
A pesar de que representan una pequeña proporción de las células del hígado, 
los colangiocitos juegan un importante papel fisiológico, modificando la composición de 
la bilis durante el tránsito de la misma a través de los conductos biliares. Así, los 
colangiocitos pueden llevar a cabo procesos de secreción y absorción de agua, 
electrolitos y otros solutos orgánicos de la bilis (Alpini et al., 2001a). 
La heterogeneidad morfológica del sistema biliar está estrictamente asociada 
con la gran variedad de diferentes funciones que pueden llevar a cabo los 
colangiocitos de los distintos niveles del árbol biliar. Además de conducir la bilis hasta 
el intestino, los colangiocitos están activamente implicados en la producción de bilis 
mediante procesos de absorción y secreción. En humanos, alrededor del 40% de la 
producción de bilis total es de origen ductal. Las funciones secretoras están 
principalmente realizadas por los colangiocitos que rodean los ductos interlobulares, 
septales y ductos de gran tamaño, que presentan sistemas de transporte iónico 
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Otras funciones biológicas se asocian a los colangiocitos que rodean las ramas 
de los ductos biliares de menor tamaño, como la plasticidad (capacidad de adquirir 
limitados cambios fenotípicos), la reactividad (habilidad para participar en procesos 
inflamatorios), y su capacidad para actuar como células hepáticas progenitoras tras un 
daño hepático (Sell, 2001).  
2.2.3. Conductos biliares y producción de bilis 
La producción de bilis es un proceso biológico complejo, en el cual la función de 
los colangiocitos está finamente ligada a la de los hepatocitos. Los hepatocitos 
producen la bilis canalicular primaria que es modificada por los colangiocitos a través 
de una secuencia de procesos secretores y absortivos que ajustan el flujo biliar y lo 
alcalinizan según las necesidades fisiológicas. Estos procesos están regulados por 
hormonas. Así, la cantidad de fluido y la secreción de HCO3- están determinados por la 
integración de actividades prosecretoras inducidas por secretina (Strazzabosco, 1997), 
glucagón (Lenzen et al., 1997), péptido intestinal vasoactivo (Cho et al., 1999b), 
acetilcolina (Alvaro et al., 1997), bombesina (Cho et al., 1999a), y con señales 
antisecretoras mediadas por somatostatina (Gong et al., 2003), insulina (Lesage et al., 
2002), gastrina (Glaser et al., 2003), y endotelina-1 (Caligiuri et al., 1998). Estas 
diferentes señales interaccionan a nivel de la adenilatociclasa, la enzima 
transmembrana reguladora de la concentración intracelular de AMPc por conversión 
del ATP. 
Cuando llega un estímulo para la secreción (por ejemplo, secretina), hay un 
incremento en los niveles intracelulares de AMPc/PKA, lo cual lleva a la fosforilación 
del CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), que estimula el 
eflujo de Cl- y HCO3-, y por otro lado inhibe la absorción de H+ por el NHE-3 (isoforma 
3 del intercambiador de Na+/H+) mediada por Na+ (Mennone et al., 2001). El Cl- que 
efluye al lumen ductal actúa como fuerza conductora para el intercambiador de Cl-
/HCO3- que exporta HCO3- al lumen del conducto biliar.  
Una vez que la secreción iónica ha sido estimulada y hay un gradiente osmótico 
establecido, el agua sigue el gradiente, ya sea por comunicaciones paracelulares, o a 
través de canales de agua específicos, denominados aquaporinas (Marinelli et al., 
1999). 
Las funciones secretoras del epitelio biliar están también reguladas por 
mecanismos paracrinos a través de moléculas secretadas por los hepatocitos y 
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purinérgicos), los cuales actúan a través de receptores de membrana expresados en 
los colangiocitos.  
Además, el epitelio biliar está implicado en la reabsorción de algunos 
constituyentes biliares, como la glucosa y el glutatión, y en el funcionamiento de la 
circulación enterohepática, en la cual los colangiocitos son capaces de captar ácidos 
biliares desde la bilis por su cara apical, mediante un transportador dependiente de 
Na+ (ASBT), y luego secretan los ácidos biliares al plexo vascular peribiliar, que está 
adyacente a los ductos biliares, principalmente mediante dos transportadores; el t-
ASBT, una isoforma truncada de ASBT, y la proteína MRP3. 
2.2.4. Circulación enterohepática de los ácidos biliares 
La síntesis de los ácidos biliares tiene lugar en el retículo endoplásmico liso de 
los hepatocitos. Son secretados a bilis, alcanzan el intestino, donde desempeñan su 
función de emulsión, digestión y absorción de grasas de la dieta, son reabsorbidos en 
el íleon para pasar a sangre portal y finalmente son recaptados por los hepatocitos, 
completándose así la llamada circulación enterohepática, que comprende el circuito 
hepatocito - bilis - intestino - sangre portal - hepatocito. En este ciclo se intercala la 
vesícula biliar, donde se almacenan y concentran los ácidos biliares por reabsorción 
de H2O y electrolitos. Allí permanecen a la espera de un estímulo adecuado como la 
ingesta de alimentos, especialmente si son ricos en grasas, lo que hace que se libere 
la colecistoquinina, hormona que estimula el vaciamiento. Al alcanzar el íleon, la 
mayoría de los ácidos biliares son reabsorbidos activamente, pero un porcentaje de 
ellos se recaptan pasivamente en el yeyuno (ácidos biliares dihidroxilados conjugados 
con glicina) (Angelin et al., 1976) y otra fracción se reabsorbe pasivamente en el colon 
(ácidos biliares libres desconjugados por las bacterias intestinales) (Mekhjian et al., 
1979). Esta eficaz recaptación hepática consigue que sólo se pierdan diariamente en 
heces entre 50 y 500 mg de estas moléculas, lo que constituye menos del 5% del total, 
que suele ser de 3 a 5 g. 
Hace unos años, se describió un circuito intrahepático que se denominó circuito 
colehepático, en el que los ácidos biliares pueden también ser reabsorbidos por los 
colangiocitos del árbol biliar facilitando la eliminación de los mismos. Así, los ácidos 
biliares pueden pasar del canalículo del hepatocito al interior del colangiocito, son 
secretados por su dominio basolateral y de aquí entran en los plexos capilares 
periductales que están en contacto con el sinusoide hepatocitario, para ser de nuevo 
reabsorbidos por el hepatocito donde pueden ser resecretados a bilis, promoviendo 
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ser importante en condiciones de colestasis, sirviendo de mecanismo para atenuar los 
elevados niveles intracelulares de ácidos biliares, o mejorar el flujo biliar desde el 
hígado (Kosters et al., 2010). 
2.2.5. Funciones de los ácidos biliares 
En el intestino:  
§ Los ácidos biliares juegan un importante papel en la digestión y la absorción 
intestinal de las grasas de la dieta y de las vitaminas liposolubles (A, E, D y K), 
formando micelas que permiten su emulsión.  
§ Activan las lipasas intestinales.  
§ Aceleran el transporte de lípidos.  
§ Modulan la motilidad intestinal y la secreción de hormonas gastrointestinales como 
la colecistoquinina (Combettes et al., 1992). 
§ Inducen además la secreción de agua y electrolitos. 
 
En el hígado:  
§ Generan la fracción del flujo biliar dependiente de ácidos biliares, que es el 
resultado del efecto osmótico de estas moléculas en la luz canalicular, como 
consecuencia del transporte de dichas moléculas a través del hepatocito y su 
secreción desde el interior del mismo a la bilis. 
§ Estimulan la contracción canalicular, que colabora en el bombeo de la bilis hacia los 
conductos colectores del sistema biliar.  
§ Inducen la secreción biliar de lípidos, principalmente fosfolípidos y colesterol. 
§ Modulan, al menos en parte, la biosíntesis de colesterol, ya que cuando aumenta la 
síntesis de estas moléculas origina un aumento también en la síntesis o en la 
utilización de colesterol como molécula precursora.  
§ Regulan el número de receptores de membrana para las lipoproteínas de baja 
densidad (LDL) que determinan a la larga los niveles de estas moléculas en el 
plasma. 
En la bilis:  
§ Forman micelas para transportar sustancias hidrofóbicas como el colesterol, las 
protoporfirinas, etc.  
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Otras funciones: Algunos estudios han descrito que los ácidos biliares pueden 
funcionar como moléculas señalizadoras en gran variedad de células, y que pueden 
alterar funciones celulares como la proliferación, diferenciación, secreción o la 
apoptosis (Ahrendt et al., 2000; Boberg et al., 2000; Furubo et al., 1999; Isa et al., 
2002; Tannapfel et al., 2000). Se ha demostrado que la captación celular de los ácidos 
biliares es necesaria para los procesos de señalización celular. Tras su entrada al 
interior celular, los ácidos biliares, a concentraciones menores a 1 µmol/L, alteran el 
Ca2+ intracelular y las rutas de PKC, MEK, ERK y PI3K tanto en hepatocitos como en 
colangiocitos (Kang et al., 1999; Levi et al., 1991; Tada et al., 1992). Además, los 
ácidos biliares inducen la activación (mediante fosforilación) del receptor EGF en los 
hepatocitos (Levi et al., 1991) y en colangiocitos (Hodge et al., 2005). 
 
2.2.6. Papel de los transportadores de ácidos biliares en la circulación 
enterohepática 
A pH fisiológico los ácidos biliares conjugados con taurina o glicina están en 
forma aniónica y son incapaces de cruzar las membranas por difusión, por lo que son 
totalmente dependientes de un sistema de proteínas de membrana transportadoras 
para la entrada y salida de las células hepáticas (Hofmann, 2007). Además, la 
secreción de los ácidos biliares a la bilis se realiza en contra de gradiente de 
concentración, lo cual requiere un sistema de transporte activo. La reabsorción de 
ácidos biliares en el intestino y en el hígado también se realiza a través de 
transportadores de membrana que regulan la homeostasis de los mismos, y son los 
principales encargados de mantener el flujo de la circulación enterohepática. Los 
transportadores más relevantes son las proteínas NTCP (Sodium Taurocholate Co-
transporting Polypeptide), BSEP (Bile Salt Export Pump), ASBT (Apical Sodium Bile 
salt Transporter) y el heterodímero OSTα/β (Organic Solute Transporter α y β). 
Los ácidos biliares conjugados presentes en la circulación enterohepática son 
captados por el hepatocito desde la sangre portal (sinusoide) por un transporte de alta 
afinidad y dependiente de sodio que realiza el transportador NTCP (gen SLC10A1), y 
también pueden ser incorporados al hepatocito por transportadores independientes de 
sodio denominados OATPs (Organic Anion Transporters Polypeptides) que captan 
compuestos orgánicos anfipáticos, incluidos los ácidos biliares conjugados y no 
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Los ácidos biliares conjugados de la circulación enterohepática, junto con los 
ácidos biliares nuevamente sintetizados en el hepatocito, son liberados al canalículo 
para su secreción en la bilis. Esta secreción ocurre en contra de gradiente, ya que la 
concentración de los ácidos biliares en el lumen del canalículo es de 100 a 1000 veces 
mayor a la presente en el citoplasma del hepatocito (Meier et al., 2002). Esta secreción 
está mediada principalmente por la bomba dependiente de ATP BSEP (gen ABCB11). 
Una vez que los ácidos biliares llegan al intestino son reabsorbidos en el íleon 
terminal por un transportador dependiente de sodio localizado en la membrana apical 
de los ileocitos, el ASBT (gen SLC10A2) (Wong et al., 1994). Los ácidos biliares serán 
de nuevo liberados del epitelio intestinal hacia la sangre portal cerrando así el ciclo 
mediante el transportador heterodimérico OSTα/β. OSTα y OSTβ sólo funcionan como 
heterodímeros, y están localizados en la membrana basolateral de los ileocitos, 
colangiocitos y hepatocitos (Ballatori et al., 2005). Su papel es devolver los ácidos 
biliares a la circulación, tanto en el intestino, como en el hígado. Su importancia en la 
localización intestinal es muy relevante en condiciones fisiológicas puesto que envía a 
los ácidos biliares de nuevo hacia la circulación enterohepática, mientras que su 
importancia a nivel hepático es de más interés en situaciones de colestasis, ya que 
sirve para proteger al hepatocito de una elevada acumulación intracelular de ácidos 
biliares que podrían resultar tóxicos. 
En los colangiocitos también encontramos transportadores de ácidos biliares que 
intervienen fundamentalmente en la circulación colehepática. Así, el transportador 
ASBT está implicado en la reabsorción de ácidos biliares desde la bilis, y el 
heterodímero OSTα/β se encarga de liberar los ácidos biliares hacia la sangre 
sinusoidal. 
2.3. CÁNCER HEPÁTICO 
Los tumores hepáticos constituyen el quinto tipo de cáncer más frecuente y son 
la tercera causa de muerte por cáncer (9,2% del total), por detrás del cáncer de 
pulmón (18,2%) y el cáncer de estómago (9,7%) (Ferlay et al., 2010). Se pueden 
clasificar según su origen en: primarios, derivados de células hepáticas; y secundarios, 
debidos a metástasis de tumores originados en otros tejidos, frecuentemente tumores 
colorrectales (Benson, 2007). Atendiendo a la gravedad del pronóstico, se pueden 
clasificar en: benignos (como el hemangioma, adenoma colangiocelular, cistadenoma 
biliar, ademona hepatocelular y hemangioendotelioma infantil, entre otros); y malignos, 
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(CGC). Además, aunque su frecuencia es muy baja (entre un 1 y un 4% de los 
tumores hepáticos primarios), en algunas ocasiones aparecen tumores mixtos HCC-
CGC, que combinan características de ambos tipos (Aoki et al., 1993) (Maeda et al., 
1995). 
La existencia de varios tipos de tumores hepáticos primarios y el amplio rango de 
tejidos desde los cuales pueden liberarse células metastatizadas que alcanzan el 
hígado, son la causa de que la biología de los tumores que afectan al hígado sea muy 
diversa. Además la situación se complica por la presencia de una alta variabilidad 
inter-individual y el hecho de que la sensibilidad/resistencia a los fármacos 
antitumorales pueda cambiar durante la evolución del tumor (Marin, 2008). 
2.3.1. Hepatocarcinoma 
El HCC, o tumor maligno derivado de los hepatocitos, es el tipo más común de 
cáncer hepático primario. Más de 700.000 casos de esta enfermedad fueron 
diagnosticados en el año 2008, con una incidencia mundial de unos 16 casos por cada 
100.000 habitantes (Ferlay et al., 2010). De modo general, la mayoría de los pacientes 
con HCC, presentan en su historial alguna enfermedad hepática crónica con diversas 
causas. El mayor factor de riesgo para desarrollar HCC es la cirrosis hepática, así el 
70-90% de los HCCs se desarrollan en hígados con cirrosis macronodular (Sherman, 
2010). 
Epidemiología y etiología 
La mayoría de los casos de HCC (80%) se presentan en Asia oriental y en África 
sub-sahariana, donde el mayor factor de riesgo es la infección crónica con el virus de 
la hepatitis B (HBV), que se asocia con el 50% del total de casos de HCC (Sherman, 
2010), junto con la exposición a la aflatoxina B1. Por el contrario, en América del 
Norte, Europa  y Japón, la infección con el virus de la hepatitis C (HCV) es el principal 
factor de riesgo, junto con el consumo de alcohol (El-Serag, 2011).  
Patogenia 
La hepatocarcinogénesis es un proceso complejo de múltiples pasos en el cual 
muchas rutas de señalización celular pueden estar alteradas, lo que hace que esta 
enfermedad tenga a un perfil molecular heterogéneo. 
Las principales mutaciones afectan al gen TP53 (presentes entre un 25-40% de 
los cánceres, dependiendo del estadío), y al gen para la β-catenina (sobre el 25% de 
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También se han descrito mutaciones en oncogenes, y en genes supresores de 
tumores, alteraciones epigenéticas, y modulación de la transcripción de oncogenes por 
miARNs (Ji et al., 2009) (Farazi et al., 2006). El resultado de estas alteraciones es la 
activación de cascadas de señalización relacionadas con la supervivencia celular y la 
proliferación. Una de las cascadas más frecuentemente alteradas es la ruta de 
proliferación iniciada por el EGFR (receptor del factor de crecimiento epitelial) mediada 
por Ras, que está activada en más del 50% de los HCCs (Villanueva et al., 2007). 
Diagnóstico 
La aparición de los síntomas clínicos del HCC (malestar o dolor abdominal, 
hepatomegalia, ictericia, pérdida de peso y fiebre) se asocian con una fase avanzada 
del tumor, con lo que las posibilidades de curación se ven reducidas. 
Los métodos más empleados para su detección incluyen la determinación de los 
niveles séricos del marcador tumoral α-fetoproteína (AFP), y técnicas de imagen como 
la ultrasonografía. 
Tratamiento 
Hasta la fecha, no hay estudios robustos realizados para evaluar la efectividad 
de los tratamientos utilizados en los estadíos iniciales de la enfermedad, y tampoco se 
ha comparado el potencial curativo de estos métodos con el desarrollo de la 
enfermedad en ausencia de tratamientos. Sin embargo, algunas opciones como la 
resección quirúrgica, el trasplante hepático, radiofrecuencia, y el tratamiento sistémico 
con sorafenib, han mostrado un beneficio en la supervivencia de los pacientes con 
HCC (Forner et al., 2012). 
Salvo en algunos casos de supervivencia prolongada de pacientes con HCC no 
tratado, por lo general el pronóstico de esta enfermedad es funesto. La muerte de los 
pacientes con este tipo de tumor sobreviene entre 1 y 4 años en función del tipo de 
HCC y de su historia natural, sin embargo, como el diagnóstico de la enfermedad 
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cánceres descritos (Jarnagin et al., 2001), y alrededor del 3% de los tumores 
gastrointestinales (Patt et al., 2001). Es el segundo tipo de cáncer hepático más 
frecuente, después del HCC, y los estudios epidemiológicos indican que su incidencia 
está aumentando en todo el mundo en los últimos años (Shaib et al., 2004b) 
(Cardinale et al., 2010).  
Esta forma de cáncer tiene una prevalencia ligeramente superior en hombres 
que en mujeres, y afecta principalmente a pacientes entorno a los 70 años de vida, 
aunque puede desarrollarse antes en personas que se encuentran en los grupos de 
mayor riesgo: pacientes con hepatopatías como colangitis esclerosante primaria, 
hepatolitiasis, fibrosis hepática congénita, enfermedad de Caroli, infecciones víricas y 
parasitarias por trematodos de los géneros Clonorchis u Opisthorchis, o que han 
estado expuestos a carcinógenos (Lazaridis et al., 2005) (Khan et al., 2005) (Patel, 
2006) (Shaib et al., 2005).  
La mayoría de los CGCs (60-70%) se localizan en la zona de la bifurcación de la 
vía biliar y se les denomina tumores de Klatskin (Klatskin, 1965). La mayor parte de 
estos tumores (80%) se infiltran en el parénquima hepático de forma directa o 
longitudinalmente siguiendo el recorrido de los conductos biliares. El conducto biliar 
extrahepático es el sitio de localización del 20-30% de los casos, mientras que los 
CGCs localizados en el parénquima hepático representan el 5-10% de estos tumores 
(Bismuth et al., 1975). Tanto los CGCs como los tumores de la vesícula biliar son 
afecciones del tracto biliar, pero actualmente se consideran tipos de tumores distintos. 
Un hecho común en estos pacientes es el desarrollo de una colestasis crónica 
asociada con una obstrucción progresiva de las vías biliares que es responsable de la 
ictericia, el signo más frecuente (84% de los casos) en el momento del diagnóstico 
(Aljiffry et al., 2009). 
Los CGCs son generalmente tumores de crecimiento lento que se diseminan 
localmente a través del sistema linfático. Las manifestaciones clínicas dependen de la 
localización del tumor y no son específicas, generalmente aparece dolor abdominal, 
pérdida de peso y debilidad, además de ictericia, prurito y coluria relacionadas con la 
obstrucción biliar (Shimoda et al., 2007).  
El tratamiento y el pronóstico a largo plazo también dependen en gran medida de 
la localización de las masas tumorales; así, las lesiones con un peor pronóstico son 
aquellas que se localizan próximas a los conductos extrahepáticos. Las opciones de 
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importantes avances que se han conseguido en los últimos años en la terapia frente al 
cáncer (Khan et al., 2005; Lazaridis et al., 2005; Patel, 2006; Shaib et al., 2005). La 
terapia de elección, y la única que ofrece una cura potencial, es la extirpación 
quirúrgica, sin embargo, no siempre es posible. Cuando la localización del tumor 
impide la extirpación, o cuando los pacientes presentan avanzados estados de 
desarrollo tumoral o están superpuestas otras patologías que desaconsejan la 
resección (que es en la mayoría de los casos dada la avanzada edad de la mayoría de 
ellos), las opciones son: recurrir a un trasplante cuando es posible, o utilizar 
quimioterapia, radiaciones o una terapia combinada, que son en general poco 
efectivas (Shimoda et al., 2007). 
La evolución silenciosa de este tipo de tumores, que no se suelen diagnosticar 
en las primeras etapas de desarrollo, y su agresividad, son responsables de que en la 
actualidad la mortalidad por CGC sea muy alta, así en el momento del diagnóstico la 
mayoría de los pacientes presentan la enfermedad muy avanzada lo que hace que su 
supervivencia sea menor de 12 meses, e incluso cuando el tumor es operable, el 
riesgo de recurrencia es muy alto, siendo el ratio de supervivencia libre de enfermedad 
a 5 años menor del 40% (Sirica, 2005) (Thongprasert, 2005). 
Epidemiología  
A pesar de su baja incidencia, el CGC es responsable del 13% de los cánceres 
hepáticos primarios y representan del 1,3 al 2,6% de los 7,6 millones de muertes 
anuales relacionadas con el cáncer en todo el mundo (Shaib et al., 2004a) (Cardinale 
et al., 2010). La prevalencia del CGC presenta una amplia variabilidad geográfica, 
siendo Asia la región donde se encuentran los valores más altos (96/100.000) y en 
Australia los más bajos (Shaib et al., 2004b). La incidencia en países occidentales es 
100 veces menor que la observada en países asiáticos, de hecho, se ha descrito una 
incidencia de 1-2/100.000 en países occidentales. Su prevalencia en los diferentes 
grupos raciales es heterogénea, con la mayor prevalencia (comparada por edad) en 
latinoamericanos (1,22/100.000) y la menor en afroamericanos (0,17-0,5/100.000) 
(McLean et al., 2006). 
En las últimas 4 décadas la tasa de incidencia del CGC intrahepático en Estados 
Unidos se ha incrementado un 165%, mientras que la del CGC extrahepático ha 
permanecido estable (Patel, 2001; Shaib et al., 2004b). El aumento de la incidencia del 
CGC intrahepático también se ha observado en Europa occidental y Japón (Mouzas et 
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Etiología 
La etiología del CGC no está bien definida, pero sí se conoce su relación con los 
siguientes factores de riesgo: 
§ La colangitis esclerosante primaria. Es el mayor factor predisponente de CGC. La 
prevalencia de CGC asociada a esta enfermedad es hasta del 40% y la tasa de 
incidencia anual del 0,6-1,5% (Burak et al., 2004) (Bergquist et al., 2002). 
§ Enfermedades asociadas a inflamación y colestasis. 
§ Las infecciones parasitarias por trematodos hepatobiliares, sobre todo las especies 
Opisthorchis viverrini y Clonorchis sinensis endémicas en regiones del este de Asia, 
donde es común la ingesta de pescado poco cocinado, suponen un importante 
factor de riesgo (Watanapa et al., 2002).  
§ Presencia de cálculos biliares. La hepatolitiasis, de nuevo más común en Asia que 
en países occidentales, muestra una incidencia del 10% en los CGC (Kubo et al., 
1995) (Lesurtel et al., 2002) (Su et al., 1997).  
§ Malformaciones biliares, como la enfermedad de Caroli o la enfermedad policística 
congénita, presentan un 10-15% de riesgo de desarrollo de CGC (Chapman, 1999). 
§ Hepatitis B, C y cirrosis (Shaib et al., 2007). Algunos estudios han demostrado un 
incremento de anticuerpos frente al virus de la hepatitis B en pacientes de CGC, 
mientras que el 30% de los pacientes de CGC tenían anticuerpos frente al virus de 
la hepatitis C (Kobayashi et al., 2000; Shaib et al., 2005). 
§ Procedimientos de drenaje entérico-biliares. Se asocian con CGC en presencia de 
colangitis recurrente (Bettschart et al., 2002; Tocchi et al., 2001). 
§ Agentes químicos. El thorotrast, un dióxido de torio empleado como medio de 
contraste en el diagnóstico por rayos X durante 1920-1950 se ha asociado con un 
incremento del riesgo de CGC de 300 veces respecto a la población general (Khan 
et al., 2005) (Sahani et al., 2003). También las dioxinas se han asociado con un 
incremento del riesgo de padecer CGC (Walker et al., 2005). Otros estudios han 
mostrado la asociación entre CGC y otros agentes químicos como asbestos 
(Szendroi et al., 1983), cloruro de vinilo (Wong et al., 1991) y nitrosaminas (Mitacek 
et al., 1999). Medicamentos como la isoniazida (Lowenfels et al., 1978) y los 
contraceptivos orales de primera generación (Yen et al., 1987) se sospecha que 
también incrementan el riesgo de padecer CGC. 
§ Finalmente, aunque varios estudios han sugerido que el exceso de peso corporal y 
la obesidad incrementan el riesgo general de cáncer, la relación entre el incremento 
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et al., 2008). También se ha sugerido que el consumo de alcohol puede estar 
asociado a una mayor prevalencia de CGC (Hardell et al., 1984). 
Cabe destacar que, aunque la mayoría de los pacientes no tienen factores de 
riesgo para CGC claramente identificables, es probable que las inflamaciones 
subclínicas del tracto biliar estén en el origen de la patogénesis de la mayoría de los 
CGC (Blechacz et al., 2008). 
Patogenia  
No se conoce con exactitud el origen del CGC; lo más probable es que su origen 
sea por un proceso de malignización de los colangiocitos, aunque la transformación de 
las células epiteliales de las glándulas peribiliares y/o de células madre biliares 
también podría ser su causa. Además, existen evidencias de que ciertos subgrupos de 
CGC así como los carcinomas mixtos HCC/CGC se originan a partir de células 
progenitoras o células madre hepáticas (Nomoto et al., 2006) (Sell et al., 1989) y 
recientemente también se ha demostrado que pueden desarrollarse CGCs a través de 
la trans-diferenciación y conversión neoplásica de hepatocitos normales en 
colangiocitos malignizados (Sekiya et al., 2012). 
Hay evidencias que relacionan la patogénesis del CGC con los siguientes 
procesos: 
1) Mutación de oncogenes y genes supresores de tumores: la inflamación y la 
colestasis son factores importantes involucrados en la patogénesis del CGC. 
Ambos factores contribuyen a la aparición de esta enfermedad mediante la 
creación de un ambiente que promueve la mutación de genes de los sistemas 
de reparación del ADN, así como de proto-oncogenes y genes supresores de 
tumores (Jaiswal et al., 2001). Las citokinas inflamatorias estimulan la 
expresión de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) en células 
epiteliales, y la sobre-expresión de iNOS está presente en colangiopatías 
inflamatorias y CGC (Jaiswal et al., 2000). Un aumento de la actividad de iNOS 
da lugar a la generación de óxido nítrico y de especies reactivas del nitrógeno 
(RNOS) que interaccionan con el ADN y proteínas. Aunque la desregulación 
del proto-oncogén k-ras y del gen supresor de tumores p53 se encuentran en 
las muestras de la mayoría de tumores humanos, solamente se han descrito 
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La acumulación nuclear de p53, y la sobre-expresión de las proteínas 
relacionadas, mdm-2 y p21WAF-1/ CIP-1, se han descrito en un 22-76% de los 
CGCs, respectivamente (Boberg et al., 2000) (Furubo et al., 1999) (Tannapfel 
et al., 2000) (Ahrendt et al., 2000) (Isa et al., 2002) (Watanabe et al., 1994) 
(Tada et al., 1992) (Levi et al., 1991). Otros genes supresores de tumores 
frecuentemente inactivados en CGCs son DPC4/Smad4, APC y los factores 
implicados en la regulación del ciclo celular ciclina D1, p16INK4a, p27kip1 y pRB 
(Kang et al., 1999) (Hahn et al., 1998) (Taniai et al., 2002). La mayoría de estos 
cambios genéticos han sido descritos en el CGC intrahepático. 
Relacionados con los procesos de angiogénesis e invasión-metástasis, se han 
encontrado mutaciones con bastante frecuencia en los genes del factor de 
crecimiento endotelial vascular, VEGF, E-cadherina, αβ-cadherina, aspartil 
(asparraginil) β-hidroxilasa y diversos genes de metaloproteasas de matriz, 
entre otros (Blechacz et al., 2008). 
2) Papel de la interleuquina-6 (IL-6) en CGC: La IL-6 es una molécula de 
señalización crítica en la carcinogénesis (Hodge et al., 2005), y también es una 
citokina importante en la patogénesis del CGC, donde se ha confirmado que 
tiene un efecto mitógeno (Okada et al., 1994). Las células de CGC producen 
altos niveles de IL-6 reflejados en las elevadas concentraciones séricas 
detectadas en los pacientes con CGC (Goydos et al., 1998; Yokomuro et al., 
2000). 
3) Papel de los receptores tirosina kinasa: En el CGC cabe destacar el papel del 
EGFR, cuya inhibición consigue una supresión significativa del crecimiento 
celular (Yoon et al., 2004). La activación constitutiva del EGFR en CGC se 
debe también a defectos en los procesos de internalización del complejo 
receptor-ligando, un mecanismo homeostático esencial para la inactivación del 
receptor (Yoon et al., 2004). En consecuencia, la fosforilación de EGFR tiene 
como resultado la activación de las MAPK p42/44 y p38, las cuales a su vez 
incrementan la expresión de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Yoon et al., 2002). 
Por su parte, la COX-2 juega un importante papel en la carcinogénesis del 
CGC mediante la inhibición de la apoptosis y la estimulación del crecimiento 
celular (Endo et al., 2002) (Han et al., 2004) (Nzeako et al., 2002) (Ishimura et 
al., 2004) (Han et al., 2005) (Wu et al., 2002).  
Además, la tirosina-kinasa ErbB2 (Neu), miembro de la superfamilia EGF, 
también está sobreexpresada en CGC, y está implicada en carcinogénesis y en 
la progresión de este tumor (Aishima et al., 2002; Lai et al., 2005). ErbB2 es un 
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miembros de la superfamilia de EGF provocando la activación de la vía 
Raf/MAPK. 
También el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y su receptor c-met 
están frecuentemente sobre-expresados en CGC (Yokomuro et al., 2000) 
(Aishima et al., 2002) (Terada et al., 1998) y, mediante un mecanismo de 
activación autocrino, tienen un efecto mitogénico que estimula el crecimiento 
de las células del CGC (Lai et al., 2000).  
Diagnóstico 
Signos y síntomas 
Las manifestaciones clínicas aparecen en etapas muy avanzadas de la 
enfermedad, no son específicas y dependen de la localización del tumor.  
Los síntomas más comunes son dolor abdominal, pérdida de peso y debilidad, 
ictericia, orina oscura, prurito y fiebre (Farhat et al., 2008). La obstrucción y 
subsecuente colestasis ocurre en los primeros estadíos del CGC si éste se localiza en 
el conducto biliar común o en el conducto hepático, y se detecta en estadíos más 
tardíos si presenta una localización perihiliar o intrahepática. El 90% de pacientes con 
CGC ductal extrahepático presentan ictericia indolora, y el 10% presentan colangitis 
(Olnes et al., 2004) (Khan et al., 2002). La obstrucción biliar unilobular con 
encapsulamiento vascular ipsilateral produce atrofia del lóbulo afectado e hipertrofia 
del no afectado (Hann et al., 1996). En el examen físico, este fenómeno, llamado 
“complejo atrofia-hipertrofia”, se presenta como una prominencia palpable de un lóbulo 
hepático.  
El subtipo de CGC intrahepático que aparece formando masas se manifiesta con 
síntomas típicos de masas hepáticas, incluyendo dolor abdominal, malestar general, 
sudores durante la noche, y caquexia (Blechacz et al., 2008). 
Marcadores tumorales  
El marcador tumoral más utilizado en el CGC es el CA 19-9 (antígeno 
carbohidrato 19-9) (Nehls et al., 2004). Para detectar el CGC en la colangitis 
esclerosante primaria, este marcador tiene un 79% de sensibilidad y un 98% de 
especificidad cuando se aplica un valor umbral >129 U/mL. Este marcador puede 
aparecer elevado en colangitis bacterianas y en otras neoplasias gastrointestinales y 
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sanguíneo (10% de individuos) no producen este marcador tumoral (Narimatsu et al., 
1998) (Vestergaard et al., 1999) (Akdogan et al., 2001) (Albert et al., 1988). 
En el CGC, el CA-125 (antígeno carbohidrato 125) y el CEA (antígeno 
carcinoembrionario) pueden estar elevados, aunque no son específicos y también 
aumentan en otras enfermedades gastrointestinales, ginecológicas y en colangiopatías 
(Chen et al., 2002). 
Técnicas de diagnóstico por imagen  
La modalidad diagnóstica más importante para evaluar la localización del tumor y 
la extensión intraductal es la colangiografía, especialmente en el caso del CGC 
extrahepático (Gores, 2000). También pueden utilizarse con este mismo propósito la 
colangiopancreatografía retrógrada endoscópica, la colangiopancreatografía 
resonancia magnética (MRCP), o la colangiografía transhepática percutánea (PTC) 
(Khan et al., 2002).  
Tratamiento 
La resección quirúrgica es la única terapia curativa para el CGC y, por tanto, es 
el tratamiento de elección siempre que sea posible realizarlo (Blechacz et al., 2008), 
siendo el CGC extrahepático más fácilmente resecable que el intrahepático (Farhat et 
al., 2008).  
El trasplante hepático no es recomendable en estos pacientes. Actualmente, 
esta técnica sólo es considerada para casos de CGC hiliar, ya que en CGCs 
intrahepático y extrahepático se han encontrado tasas de alta recurrencia por la rápida 
formación de metástasis del tumor (diseminación peritoneal, o metástasis distantes), 
por esta razón se ha abandonado el trasplante hepático para estos pacientes (Meyer 
et al., 2000).  
Como se ha comentado anteriormente, el CGC causa una significativa 
morbilidad asociada a la colestasis y sus complicaciones, por lo que, las terapias 
paliativas son bastante importantes en el manejo de esta enfermedad (Blechacz et al., 
2008). La colocación de cánulas endoscópicas se utiliza para restaurar el drenaje biliar 
y atenuar los problemas derivados de la colestasis (Shepherd et al., 1988) (Andersen 
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La terapia fotodinámica y la radioterapia también han sido evaluadas como 
terapias paliativas, pero esta última no se recomienda habitualmente por los 
problemas asociados (Czito et al., 2006) (Foo et al., 1997) (Pitt et al., 1995) (Grove et 
al., 1991). 
Los fármacos antitumorales mejor estudiados son el 5-FU y la gemcitabina 
(Alberts et al., 2007). El tratamiento con gemcitabina ha sido sugerido como una 
alternativa para los pacientes con CGC irresecable. Estos antitumorales han sido 
testados en combinación con otros fármacos, incluyendo cisplatino, oxaliplatino, 
docetaxel, paclitaxel, mitomicina-C, doxorrubicina, epirrubicina, lomustina, e interferón-
α (Falkson et al., 1984) (Takada et al., 1994) (Choi et al., 2000) (Patt et al., 1996) (Patt 
et al., 2001) (Ducreux et al., 1998) (Lee et al., 2004) (Taieb et al., 2002) (Raderer et al., 
1999) (Jones et al., 1996) (Kiba et al., 2006) (Scheithauer, 2002). Respecto al valor de 
TKIs (inhibidores de la actividad tirosina kinasa) como el sorafenib, que ha dado 
buenos resultados en HCC (Llovet et al., 2008), se han realizado algunos ensayos 
clínicos con pacientes con CGC que hasta la fecha han sido poco concluyentes 
(Bengala et al., 2010) (El-Khoueiry et al., 2012). 
Actualmente no hay estudios randomizados que muestren claros beneficios de 
supervivencia para un régimen quimioterápico específico. 
2.4. PAPEL DEL TRANSPORTOMA EN LA RESISTENCIA A LA 
QUIMIOTERAPIA ANTITUMORAL EN CÁNCER HEPÁTICO 
Como se ha comentado en los apartados anteriores los tumores primarios del 
hígado constituyen un importante problema de salud mundial. A pesar de la larga lista 
de fármacos que han sido utilizados en el tratamiento de los tumores primarios de 
hígado, como derivados de platino, análogos de bases nitrogenadas, anti-estrógenos, 
anticuerpos monoclonales, antraciclinas e TKIs entre otros, la marcada refractariedad 
junto con la aparición de resistencia durante el tratamiento, suponen uno de los 
principales problemas en la clínica contra el cáncer (Marin et al., 2009). 
Los mecanismos que pueden contribuir a la quimiorresistencia y refractariedad a 
los fármacos antitumorales se pueden clasificar en 5 grupos, o “MOC”, de mecanismos 
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Figura I-2: Mecanismos de resistencia a la quimioterapia antitumoral. 
§ MOC-1: Incluye los mecanismos que llevan a una reducción de la concentración del 
fármaco dentro de las células tumorales. En este grupo podemos distinguir dos 
tipos de mecanismos diferentes que llevan al mismo resultado. Por un lado, la 
reducción del contenido celular de fármacos puede producirse por una disminución 
de la captación de estos compuestos (MOC-1a), o por una mayor activación de los 
procesos de eflujo (MOC-1b). 
§ MOC-2: Engloba los mecanismos responsables de la inactivación del fármaco en el 
interior de la célula tumoral, y aquellos que llevan a una reducción en la tasa de 
activación de profármacos. En este mecanismo están altamente implicadas las 
enzimas responsables de procesos de destoxificación de fase I y II. 
§ MOC-3: Incluye los mecanismos que llevan a cambios de expresión, o mutaciones 
en las moléculas diana, sobre las que actúa el fármaco en cuestión. 
§ MOC-4: Mecanismos que inducen un aumento de actividad en los procesos de 
reparación del ADN. Muchos fármacos antitumorales basan su actividad en la 
capacidad de atacar el ADN produciendo lesiones que llevan a la muerte de las 
células cancerosas, por lo que un aumento de los procesos de reparación puede 
dar como resultado un aumento de la resistencia a este tipo de fármacos. 
§ MOC-5: Engloba a los procesos que llevan a una desregulación del balance 
apoptosis/supervivencia. Pueden deberse a la potenciación de procesos de 
supervivencia por activación del ciclo celular y la invasividad de las células 
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2.4.1. Transportadores implicados en la captación de fármacos (MOC-1a) 
Los sistemas de transporte son los responsables de los mecanismos de 
resistencia a la quimioterapia englobados en el MOC-1. Así, se ha creado el concepto 
de transportoma o conjunto de genes relacionados con el transporte de fármacos cuyo 
perfil de expresión puede predecir la respuesta a un tratamiento antitumoral (Huang et 
al., 2004). 
En los últimos años se ha descrito un papel muy importante en la resistencia a 
fármacos para muchos miembros de las familias de transportadores SLC y ABC. La 
familia SLC (“Solute Carriers”) engloba un conjunto de proteínas que median el 
transporte de sustratos muy diversos, desde moléculas orgánicas hasta iones 
inorgánicos. Además de transportar sus sustratos naturales, muchos de estos 
transportadores también son capaces de mediar la captación de fármacos derivados 
de dichos sustratos naturales. La familia de proteínas ABC está formada por bombas 
de eflujo, y se caracteriza porque muchos de sus miembros están implicados en la 
resistencia a fármacos. En esta Tesis Doctoral, nos hemos centrado en el estudio de 
proteínas transportadoras englobadas en el MOC-1a, relacionadas con la entrada del 
fármaco a la célula. 
La gran mayoría de fármacos, por su bajo carácter lipofílico, tienen una 
capacidad muy limitada de difundir a través de la membrana plasmática. Por ello, el 
tráfico transcelular de estos compuestos requiere, en la mayoría de los casos, de la 
participación de transportadores expresados en la membrana plasmática (Hunter et al., 
1991), y una reducción en la expresión o actividad de los transportadores implicados 
en la captación de fármacos citostáticos se traduciría en una disminución del efecto 
terapéutico. 
Las proteínas de la familia SLC, que se encuentran expresadas en las células 
tumorales derivadas de tejido hepático, pueden determinar las concentraciones 
intracelulares de algunos compuestos y por tanto su actividad antitumoral (Okabe et 
al., 2008). Además, hay que tener en cuenta, que aparte de las diferencias de 
expresión, la existencia de polimorfismos (Kerb et al., 2001) (Suzuki et al., 2002) 
también determina grandes diferencias interindividuales en la captación de fármacos 
(Chan et al., 2004), y que la expresión de estas proteínas en los tejidos neoplásicos 
puede cambiar durante el desarrollo tumoral y particularmente tras el tratamiento con 
quimioterapia. Algunos de los transportadores más relevantes en la captación de 
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El transportador NTCP (codificado por el gen SLC10A1), el principal sistema de 
captación de ácidos biliares en el hígado, presente en la membrana basolateral de 
hepatocitos, parece estar involucrado en la captación de derivados de platino, como 
los sintetizados en nuestro laboratorio, por unión de este compuesto a ácidos biliares, 
y que denominamos Bamets (Briz et al., 2002). 
ASBT (SLC10A2), el transportador apical de sales biliares dependiente de sodio, 
que como se comentó anteriormente está presente en la membrana apical del 
colangiocito y transporta ácidos biliares conjugados y no conjugados. Es el homólogo 
de NTCP en los colangiocitos, y lleva a cabo un transporte dependiente de sodio y 
electrogénico similar al del NTCP (Weinman et al., 1998). Este transportador será más 
ampliamente descrito en el apartado 2.4.1.1, por la importancia dedicada al mismo en 
esta Tesis Doctoral. 
La familia de transportadores de solutos SLC22A engloba a los principales 
transportadores de cationes orgánicos. Dentro de esta familia se han caracterizado 
hasta el momento 13 proteínas, de las que 3 son transportadores de cationes 
orgánicos (OCTs), 3 son cotransportadores de Na+ y zwitteriones/cationes (OCTNs), y 
el resto son transportadores de aniones orgánicos (OATs) y de urato (URAT) 
(Koepsell, 2013). Ya que en esta Tesis Doctoral nos hemos centrado en el papel del 
OCT1, le dedicaremos un apartado único para este transportador (apartado 2.4.1.2). 
Dentro de los transportadores de aniones orgánicos, OAT1 (SLC22A6) se asocia a la 
pérdida de sensibilidad a adefovir y metotrexato, mientras que OAT3 (SLC22A8) y 
OAT4 (SLC22A11) se han asociado al desarrollo de resistencia a metotrexato (Sai et 
al., 2004). 
Las familias SLC28 y SLC29 incluyen los transportadores concentrativos de 
nucleósidos de alta afinidad (CNTs) y los de baja afinidad o también llamados 
equilibrativos (ENTs) (Baldwin et al., 2004) (Gray et al., 2004). Ambos tienen un papel 
clave en la captación de agentes antitumorales con estructura nucleosídica como la 
gemcitabina, citarabina, o el profármaco capecitabina que da lugar al 5-fluorouracilo. El 
transportador CNT2 (SLC28A2) puede determinar la sensibilidad de distintos tipos de 
tumores al derivado de pirimidina floxuridina (Ritzel et al., 2001). El CNT3 (SLC28A3) 
es capaz de transportar una gran variedad de fármacos antitumorales, como la 
gemcitabina, floxuridina y zebularina (Errasti-Murugarren et al., 2007). Se ha propuesto 
que ENT1 (SLC29A1) y ENT2 (SLC29A2) pueden estar involucrados en el desarrollo 
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El transportador CTR1 (SLC31A1) constituye el principal mecanismo de 
captación de cobre. Se ha demostrado que este transportador participa, además, en la 
captación de cisplatino, por esta razón se han realizado estudios en lo que se 
relaciona la expresión de esta proteína con la aparición de resistencia a dicho fármaco 
citostático (Ishida et al., 2002). 
La familia SLCO está formada por polipéptidos transportadores de aniones 
orgánicos (OATPs) (Hagenbuch et al., 2004), que debido a su multiespecificidad 
pueden transportar gran cantidad de sustratos (Sai et al., 2004). Así, OATP1B1 es 
capaz de transportar fármacos antineoplásicos como el irinotecán (Nozawa et al., 
2005), y Bamets (Briz et al., 2002). Otro transportador de la familia OATP como el 
OATP1B3, también expresado en la membrana basolateral de los hepatocitos se ha 
relacionado con la aparición de resistencia al metotrexato (Abe et al., 2001). 
2.4.1.1. El transportador de ácidos biliares ASBT 
El transportador de ácidos biliares dependiente de sodio ASBT (también llamado 
ISBT e IBAT) está codificado por el gen SLC10A2, que se localiza en el cromosoma 
13q33.  
Estructura del ASBT 
El ASBT es una proteína formada por 348 aminoácidos (aa), con un peso 
molecular teórico de 38 kDa, que difiere del peso molecular observado de 43 kDa 
debido a glicosilación (Wong et al., 1995). Consta de entre 7 y 9 dominios 
transmembrana (TMD) teóricos (según los modelos de predicción) y contiene el 
dominio N-terminal extracelular y el C-terminal citoplasmático (Zhang et al., 2004). En 
humanos, el ASBT funciona como monómero, aunque algunas evidencias sugieren la 
posibilidad de que también pueda formar dímeros (Weinman et al., 1998). No hay 
datos concluyentes sobre los dominios de unión al sustrato para este transportador, 
algunos autores han propuesto que el dominio de unión al sustrato de ASBT está 
localizado entre el séptimo dominio transmembrana (TMD) y el extremo C-terminal 
(Banerjee et al., 2006), mientras que otros han sugerido la existencia de cuatro sitios 
de unión distintos (Zhang et al., 2004). ASBT tiene un 35% de identidad y un 63% de 
similitud en la secuencia de aa con su homólogo NTCP (Dawson et al., 1995). 
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Además de expresarse en los colangiocitos, el ASBT presenta una alta 
expresión en el íleon terminal y en los túbulos proximales renales (Craddock et al., 
1998) (Lazaridis et al., 1997).  
Propiedades funcionales y especificidad de sustrato 
El ASBT, que como hemos mencionado se localiza en la membrana apical, lleva 
a cabo un transporte electrogénico y dependiente de sodio (similar al llevado a cabo 
por NTCP) con una estequiometría de 2:1, es decir dos moléculas de sodio 
transportadas por cada molécula de ácido biliar (Weinman et al., 1998). Tanto las 
sales biliares conjugadas (primarias y secundarias), como las no conjugadas, son 
sustratos de ASBT. La mayor afinidad ha sido descrita para las sales biliares 
conjugadas dihidroxiladas (Oelkers et al., 1997), y también muestra mayor preferencia 
para los ácidos biliares conjugados con taurina y glicina (Craddock et al., 1998). En 
contraste con NTCP, que puede transportar algunos sustratos diferentes a sales 
biliares, la especificidad de sustrato para ASBT parece estar más limitada a las sales 
biliares. 
Papel fisiológico de ASBT 
Como se ha mencionado en el apartado 2.2.4, el ASBT juega un papel crucial en 
la circulación enterohepática de los ácidos biliares y en la ruta colehepática.  
A nivel intestinal, la inhibición de este transportador causa un defecto en la 
circulación enterohepática al no poder ser captados los ácidos biliares en el intestino 
con la consiguiente pérdida de los mismos en heces, lo que provoca un mecanismo 
compensatorio de síntesis hepática de ácidos biliares a partir del colesterol, 
reduciendo así los niveles de colesterol plasmáticos (Buchwald et al., 1990). De hecho, 
los fármacos que bloquean el ASBT a nivel intestinal, se utilizan como estrategia 
terapéutica específica frente a la hipercolesterolemia y enfermedades cardiovasculares 
relacionadas (Takashima et al., 1994) (Vicens et al., 2007b) (Vicens et al., 2007a). 
Mutaciones hereditarias en este transportador causan el síndrome de malabsorción 
primaria de ácidos biliares, lo que demuestra que ASBT es el primer mecanismo para 
la reabsorción intestinal de ácidos biliares (Wong et al., 1995). 
En estudios realizados en ratas, se ha demostrado que la expresión de Asbt en 
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1997), por lo que se ha propuesto que la función fisiológica podría ser diferente y estar 
relacionada con señalización mediada por sales biliares. 
De hecho, se detectaron bajos niveles de esta proteína en homogenados de 
hígado, probablemente porque la población celular mayoritaria en este tejido son los 
hepatocitos, que carecen de este transportador, y los colangiocitos son menos 
abundantes. Sin embargo, cuando se induce colestasis por ligadura del conducto 
biliar, se ha visto a las dos semanas un incremento de Asbt a nivel de proteína en 
homogenados hepáticos, ya que este procedimiento produce una proliferación 
colangiolar pronunciada (Lee et al., 2001). 
En el epitelio biliar el ASBT presenta una distribución regional. Como se ha 
comprobado en ratas, los colangiocitos grandes expresan este transportador, mientras 
que los colangiocitos pequeños no tienen niveles detectables del mismo. Sin embargo, 
durante la obstrucción del conducto biliar, la expresión de Asbt está también inducida 
en la membrana apical de los colangiocitos pequeños, por estímulo de los ácidos 
biliares (Alpini et al., 1999) (LeSage et al., 2001).  
El aumento de expresión de ASBT en los colangiocitos en situaciones de 
colestasis crónica lleva a un incremento efectivo en la absorción de ácidos biliares de 
la bilis, lo que proporciona una ruta alternativa excretora en presencia de obstrucción 
biliar para evitar la acumulación hepatocelular de ácidos biliares tóxicos (Alpini et al., 
2002b). 
Mecanismos de regulación del ASBT en colangiocitos 
La actividad transportadora del ASBT aumenta de modo agudo (tanto en 
colangiocitos como en ileocitos) por mecanismos dependientes de AMPc (Alpini et al., 
2005) (Reymann et al., 1989). En colangiocitos, el aumento de AMPc inducido por la 
hormona secretina duplica la captación de ácidos biliares dependiente de sodio. Este 
efecto se debe a una translocación de la proteína ASBT, almacenada en vesículas 
intracelulares, a la membrana apical. Una vez que el estímulo ha finalizado, el ASBT 
se recicla volviendo a un almacenamiento intracelular latente. La inducción aguda del 
ASBT en colangiocitos ha sido propuesta como un mecanismo de acentuación de la 
ruta colehepática de los ácidos biliares en el periodo postprandial, para aumentar el 
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Varios estudios en ratas (Alpini et al., 2001b) (Alpini et al., 2002a) (Alpini et al., 
2002b) demostraron que la expresión de Asbt en colangiocitos está regulada por la 
concentración de ácidos biliares en bilis.  
Se ha sugerido que los ácidos biliares modulan la expresión de Asbt a través de 
la activación de PPARα (peroxisome proliferator-activated receptor alpha)  (Jung et al., 
2002) y la proteína activadora 1 (AP1), elemento que regula la transcripción del gen 
que codifica para Asbt en ratas (Chen et al., 2001).  
 
También se ha descrito que la alteración de la expresión de ASBT debida a la 
inflamación y a los ácidos biliares es consecuencia de la trans-activación del promotor 
de ASBT por c-Jun / c-Fos y el homólogo-1 del receptor hepático (LRH-1), 
respectivamente (LeSage et al., 2001) (Reymann et al., 1989), y que el factor 
hepatocitario nuclear-1 alfa (HNF-1α) es crítico para la expresión basal de ASBT. 
 
2.4.1.2. El transportador de cationes orgánicos OCT1 
Estructura del OCT1 
El gen SLC22A1 humano, que codifica el OCT1, contiene 11 exones y 10 
intrones (Hayer et al., 1999) y se localiza en el locus cromosómico 6q26 (Koehler et 
al., 1997). El OCT1 consta de 554 aa que se disponen en 12 TMD de hélices α, según 
los modelos de predicción de la estructura de proteínas, tiene 50 kDa y la forma 
glicosilada 70 kDa. Estos modelos también predicen que los dominios N- y C-
terminales son intracelulares, además de la presencia de un lazo extracelular grande 
entre TMD 1 y 2, que contiene sitios de glicosilación, y de un lazo intracelular grande 
entre TMD 6 y 7, que contiene sitios de fosforilación (Zhang et al., 1997). 
Expresión del OCT1 en el organismo 
Aunque el OCT1 humano se encuentra ampliamente distribuido en el organismo, 
se expresa mayoritariamente en el hígado (Gorboulev et al., 1997), donde se localiza 
en la membrana sinusoidal de los hepatocitos (Meyer-Wentrup et al., 1998) y también 
en los colangiocitos (Nies et al., 2009) (Lautem et al., 2013). Con unos niveles de 
expresión menores, el OCT1 humano se expresa en el riñón, concretamente, en la 
membrana apical de las células epiteliales del túbulo proximal y distal de la nefrona 
(Koepsell et al., 2007). También se expresa en la membrana basolateral de los 





Elisa Lozano Esteban 
Elisa Lozano Esteban 
membrana apical de estas células, en la secreción de cationes orgánicos hacia el 
lumen intestinal (Koepsell et al., 2007). La distribución del OCT1 es diferente a la de 
otros OCTs, ya que el OCT2 humano está expresado mayoritariamente en el riñón, 
pero no en el hígado (Gorboulev et al., 1997), y el OCT3, que aunque presenta una 
distribución tisular más amplia, es más abundante en la placenta y en el hígado 
(Verhaagh et al., 1999). 
Propiedades funcionales y especificidad de sustrato 
Los OCTs llevan a cabo el transporte de cationes orgánicos de manera 
electrogénica e independiente de Na+ y de gradiente de protones. El transporte del 
sustrato puede ocurrir en ambas direcciones a través de la membrana plasmática 
(Koepsell et al., 2007). La mayoría de sustratos de los OCTs son cationes orgánicos, 
que son compuestos de origen endógeno o xenobiótico, mayoritariamente aminas 
terciarias o cuaternarias, que tienen carga neta positiva a pH fisiológico. Las aminas 
cuaternarias están cargadas permanentemente, con independencia del pH, mientras 
que las aminas terciarias pueden protonarse dependiendo de su valor de pKa y el pH 
del medio. Según sus características estructurales, los sustratos de los OCTs se han 
clasificado en cationes de tipo I y tipo II (Meijer et al., 1990). Los cationes de tipo I son 
moléculas con una masa molecular menor de 500 Da, aunque también pueden ser 
moléculas grandes en las que el grupo catiónico está alejado del anillo aromático. 
Suelen ser sales de amonio cuaternario como el bromuro de tetraetilamonio (TEA) y el 
1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+), que son considerados los sustratos modelo de este 
grupo. Los cationes de tipo II son más hidrofóbicos, voluminosos y con frecuencia 
polivalentes, siendo la d-tubocurarina y la quinina algunos de los compuestos típicos 
(van Montfoort et al., 2001). 
Debido a la localización del OCT1 y a su especificidad de sustrato, el papel 
fisiológico principal de este transportador es la destoxificación de compuestos 
catiónicos endógenos y xenobióticos, mediante su captación desde la sangre portal a 
través de la membrana sinusoidal de los hepatocitos. El OCT1 puede mediar no sólo la 
captación, sino también el eflujo de sustratos, así que este transportador puede llevar 
a cabo la liberación de cationes orgánicos desde los hepatocitos hacia la sangre 
(Koepsell et al., 2007). 
Los sustratos típicos del OCT1 son cationes de tipo I, como los compuestos de 
tetraalquilamonio, derivados de procainamida, la N1-metilnicotinamida y el MPP 
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OCT1 humano (Tabla I-1) se encuentran monoaminas como la colina, la creatinina, la 
L-carnitina, la guanidina y el metabolito de L-arginina agmatina (Koepsell et al., 2007), 
poliaminas como la putrescina y la espermidina (Winter et al., 2011), y vitaminas como 
la tiamina (Lemos et al., 2012). El OCT1 lleva a cabo la recaptación por las neuronas 
presinápticas desde el espacio sináptico de neurotransmisores como catecolaminas 
(dopamina, adrenalina y noradrenalina), serotonina e histamina (Koepsell, 2004) 
(Jonker et al., 2004). En un estudio se ha sugerido que el OCT1 también puede 
transportar prostaglandinas E2 and F2α (Kimura et al., 2002), aunque otros autores 
ponen en duda estos resultados, debido a que las prostaglandinas son aniones a pH 
fisiológico, y sus características estructurales difieren considerablemente de otros 
sustratos de este transportador (Harlfinger et al., 2005). 
Tabla I-1. Sustratos del OCT1 humano. 
Compuestos endógenos Xenobióticos y toxinas Fármacos 
Acetilcolina Ácido guanidinosuccínico Aciclovir 
Adrenalina Ácido guanidinovalérico Amantadina 
Agmatina Aflatoxina B1 Bamet-UD2 
Colina APD-ajmalinio Bleomicina 
Creatinina ASP Cimetidina 
Dopamina Berberina Ciprofloxacino 
Espermidina Compuestos de tetraalquilamonio Furamidina 
Guanidina DAPI Ganciclovir 
Histamina Derivados de procainamida Imatinib 
L-carnitina Etidio Irinotecán 
N1-Metilnicotinamida Metilguanidina Lamotrigina 
Noradrenalina MPP Levodopa 
Prostaglandina E2 MPTP Metformina 
Prostaglandina F2α Nicotina Mitoxantrona 
Putrescina N-metilquinina m-Yodobencilguanidina 
Serotonina Paraquat O-Desmetiltramadol 
Tiamina  Ondansetrón 
  Oxaliplatino 
  Paclitaxel 
  Pancuronio 
  Pentamidina 
  Pramipexol 
  Quinidina 
  Rocuronio 
  Sorafenib 
  Sulpiride 
  Tropisetrón 
  YM 155 
  Zalcitabina 
ASP, 4-[4-(dimetilamino)-estiril]-N-metilpiridinio; DAPI, 4’,6-diamidino-2-fenilindol; MPP, 1-metil-4-
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Se ha demostrado que algunos colorantes fluorescentes utilizados habitualmente 
en el laboratorio como el bromuro de etidio (Lee et al., 2009) y el DAPI (Yasujima et 
al., 2011) son transportados por el OCT1 humano.  
Algunas toxinas endógenas y xenobióticas son sustratos del OCT1 (Tabla I-1). 
Por ejemplo, hay estudios que sugieren que el OCT1 humano es responsable de la 
destoxificación hepática de la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Yang et 
al., 2001), una neurotoxina que aparece como contaminante de algunas drogas 
opiáceas y es capaz de destruir las neuronas de la sustancia negra, produciendo 
síntomas similares a la enfermedad de Parkinson (Langston et al., 1983). El OCT1 
está implicado en el aclaramiento renal de toxinas urémicas como la metilguanidina y 
los ácidos guanidinosuccínico y guanidinovalérico (Kimura et al., 2009), que son 
derivados de la guanidina, y cuyos niveles se encuentran elevados en pacientes con 
insuficiencia renal. Otras toxinas transportadas por el OCT1 humano son la nicotina 
(Kim et al., 2006) o herbicidas como el paraquat (Chen et al., 2007). 
La mayoría de los cationes de tipo II no son transportados por OCT1, sin 
embargo, algunos de ellos inhiben la captación de los cationes de tipo I mediada por el 
OCT1 (van Montfoort et al., 2001). Entre estos inhibidores se incluyen el 
tetrapentilamonio, el decinio 22 y hormonas como la progesterona, el β-estradiol y la 
corticosterona (Koepsell et al., 2007). Entre los inhibidores más potentes del OCT1 se 
encuentran la atropina y la prazosina (Koepsell et al., 2007). 
Transporte de fármacos por el OCT1 
El OCT1 tiene un papel determinante de la farmacocinética y la biodisponibilidad 
de muchos fármacos de naturaleza catiónica (Tabla I-1) (Jonker et al., 2004). Entre 
sus funciones relacionadas con el transporte de fármacos se incluyen: 
1. Captación hepática de fármacos cuya diana son los hepatocitos 
El OCT1 es el principal responsable de la captación del antidiabético metformina 
por el hígado (Shikata et al., 2007), donde ejerce su principal acción farmacológica 
disminuyendo la gluconeogénesis, reduciendo así el nivel de glucosa en sangre. Otro 
ejemplo es la lamivudina, un análogo de citidina que es eficazmente captado a través 
del OCT1 por los hepatocitos, donde sus metabolitos activos previenen la replicación 
del HBV (Jung et al., 2008).  
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El aciclovir y el ganciclovir son dos sustratos del OCT1 con actividad antiviral 
(Takeda et al., 2002), que suelen ser administrados en forma de profármacos 
inactivos. Debido a que la absorción intestinal del aciclovir y ganciclovir es muy baja, 
se administran en forma de L-valil ésteres; es decir, valaciclovir y valganciclovir, 
respectivamente. Estos profármacos sufren un efecto de primer paso hepático y son 
convertidos en sus formas activas por las esterasas hepáticas. El OCT1 puede llevar a 
cabo la liberación del aciclovir y el ganciclovir desde los hepatocitos a la sangre, desde 
donde los fármacos pueden alcanzar sus dianas. El O-desmetiltramadol es un 
analgésico opioide y el principal metabolito activo del tramadol producido en el hígado 
por desmetilación mediante la enzima CYP2D6. El O-desmetiltramadol, pero no el 
tramadol, es un sustrato del OCT1 (Tzvetkov et al., 2011).  
3. Destoxificación hepática de fármacos catiónicos 
El primer paso de los procesos de destoxificación hepática de fármacos es la 
captación a través de la membrana sinusoidal de los hepatocitos. El OCT1 es 
responsable de la captación hepática de la mayoría de los fármacos catiónicos desde 
la sangre portal en el proceso de destoxificación de estos compuestos (Koepsell et al., 
2007). El aclaramiento renal y la reducción de la absorción intestinal de los fármacos 
mediados por el OCT1 también pueden contribuir a la disminución de su 
biodisponibilidad (Koepsell et al., 2007). 
La principal vía de destoxificación de los antagonistas serotoninérgicos 
ondansetrón y tropisetrón, utilizados para evitar las náuseas y los vómitos que 
producen algunos tratamientos de quimioterapia antitumoral, consiste en la captación 
hepática mediada por el OCT1 y la posterior inactivación por la CYP2D6 (Tzvetkov et 
al., 2012). De la misma forma, el efecto de primer paso a través del hígado puede 
reducir la biodisponibilidad de otros fármacos catiónicos que son sustratos del OCT1 
como la amantadina, la levodopa y el pramipexol (Becker et al., 2011), la cimetidina 
(Umehara et al., 2007), los antibióticos fluoroquinolonas (Mulgaonkar et al., 2013), la 
lamotrigina (Dickens et al., 2012), el sulpiride (Watanabe et al., 2002) y la zalcitabina 
(Jung et al., 2008). Algunos cationes orgánicos de tipo II que son sustratos del OCT1 
son los fármacos quinidina, pancuronio y rocuronio (van Montfoort et al., 2001). 
4. Captación de fármacos antitumorales por el OCT1 
Actualmente, se puede considerar que el OCT1 es un transportador necesario 
para que se alcancen concentraciones terapéuticas en los tumores de ciertos 
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OCT1 es capaz de transportar mitoxantrona (Koepsell et al., 2007) y m-
yodobencilguanidina marcada con los isótopos [123I] (agente de contraste) o [131I] 
(agente terapéutico) (Bayer et al., 2009). También es captado por las células 
tumorales a través del OCT1 el bromuro de sepantronio o YM 155, un nuevo fármaco 
con actividad supresora de la survivina (Minematsu et al., 2009). La bleomicina es un 
antibiótico con actividad antitumoral transportado en levaduras por un sistema de 
transporte de poliaminas (Aouida et al., 2004), cuyo ortólogo en humanos es 
probablemente el OCT1 (Koepsell, 1998). Un reciente estudio sugiere que el OCT1 
puede contribuir a la captación de irinotecán y paclitaxel por células tumorales (Gupta 
et al., 2012). Varios estudios han demostrado que la acumulación celular, y por tanto la 
toxicidad de los derivados del platino oxaliplatino y picoplatino, pero no la del cisplatino 
o del carboplatino, se incrementa notablemente en células transfectadas con el OCT1, 
lo que sugiere que el oxaliplatino (Zhang et al., 2006) y el picoplatino (More et al., 
2010) podrían ser sustratos de este transportador.  
Los TKIs son el resultado de una nueva estrategia diseñada con el objetivo de 
interaccionar con dianas implicadas en vías de apoptosis/supervivencia de las células 
tumorales. Por la importancia actual de este grupo de antitumorales, se comentarán 
con más profundidad en el apartado 2.5. Estos fármacos son eficaces en el 
tratamiento de varios tipos de cáncer (Hartmann et al., 2009). Se ha sugerido que la 
captación del imatinib depende de la expresión del OCT1 en células primarias de 
leucemia mieloide crónica y en líneas celulares (Thomas et al., 2004). Experimentos 
realizados en células transfectadas con el OCT1 apoyan esta hipótesis (Minematsu et 
al., 2011). 
Se ha descrito la posible interacción entre sustratos del OCT1 y algunos 
fármacos catiónicos; así ciertas sustancias endógenas y compuestos presentes en la 
dieta podrían interaccionar con el OCT1, y por tanto afectar a la biodisponibilidad de 
fármacos catiónicos. Las interacciones entre fármacos sustratos del OCT1 podrían 
también ser responsables de la variabilidad interindividual en la acción farmacológica 
de algunos fármacos. Un ejemplo de este tipo de interacción podría ocurrir con los 
antieméticos ondansetrón y tropisetrón, que son administrados junto con algunos 
fármacos antitumorales para evitar las náuseas y vómitos que producen. En los 
pacientes tratados con antieméticos y con sustratos del OCT1 con efecto 
antineoplásico cabría esperar una reducción en la captación del agente citostático por 
los tumores y, por tanto, un descenso en la eficacia del tratamiento antitumoral 
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Cambios de la expresión y función del OCT1 
Los mecanismos de regulación de la expresión y funcionalidad del OCT1 
humano modulan los niveles del ARNm y de la proteína y, por tanto, pueden modificar 
la biodisponibilidad de compuestos endógenos y fármacos sustratos del transportador. 
El promotor del OCT1 humano contiene dos elementos de respuesta adyacentes 
para el factor de transcripción HNF-4α (Saborowski et al., 2006). La unión del HNF-
4α a estos elementos de respuesta activa la transcripción del OCT1 humano, pero 
puede ser inhibida por el SHP (small heterodimer partner), un correpresor 
transcripcional cuya expresión puede ser inducida por los ácidos biliares (Saborowski 
et al., 2006). Por esta razón, en situaciones de colestasis la elevada concentración de 
ácidos biliares podría inhibir la activación transcripcional del OCT1 mediada por el 
HNF-4α, reduciendo la expresión del transportador (Nies et al., 2009). 
Además de la regulación de la expresión, existen sistemas de regulación 
postraduccional, que pueden modular la actividad transportadora del OCT1 de manera 
rápida por procesos de fosforilación y desfosforilación, induciendo cambios 
conformacionales en el sitio de unión del sustrato y modificando así la afinidad por el 
mismo (Ciarimboli et al., 2005). La proteína quinasa II dependiente de 
Ca2+/calmodulina (CaMKII) (Martel et al., 2001) y la tirosina quinasa Src-like p56lck 
(Ciarimboli et al., 2004) estimulan la actividad del OCT1 humano. Sin embargo, la 
activación de la proteína quinasa A (PKA) disminuye la afinidad del OCT1 por 
sustratos típicos (Ciarimboli et al., 2005). 
Variantes genéticas del SLC22A1 
Se conocen más de 1000 mutaciones en el gen SLC22A1, registradas en las 
diferentes bases de datos de variaciones genéticas, ya sea en la región promotora, en 
la secuencia codificante, en las regiones 5’-UTR y 3’-UTR o en las secuencias 
intrónicas. Sin embargo, todavía no se conoce bien el efecto biológico de la mayoría 
de los polimorfismos de un solo nucleótido o SNPs (del inglés single-nucleotide 
polymorphisms) que aparecen en las regiones no codificantes (Kerb et al., 2002) (Itoda 
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2.5. PAPEL DE LOS INHIBIDORES TIROSINA-KINASA EN LA TERAPIA 
ANTITUMORAL EN CÁNCER HEPÁTICO  
2.5.1. Ruta RAF/MEK/ERK 
Las tirosina kinasas (TKs) pertenecen a una gran familia de proteínas homólogas 
que funcionan como componentes de rutas de transducción de señales que están 
implicadas en el control del crecimiento celular, metabolismo, diferenciación y 
apoptosis, lo que les hace importantes dianas en la farmacología antitumoral.  
Estas rutas de señalización se inician por la activación de receptores tirosina 
kinasa (RTKs) (Zwick et al., 2002). Tras la activación de diferentes RTKs, interviene la 
proteína RAS, cuya ruta de señalización es un importante mecanismo para la 
proliferación celular y tumorigénesis (Herrera et al., 2002). La activación constitutiva de 
la ruta de RAS ocurre por mutaciones en el oncogén RAS, en sus efectores (Marshall, 
1994), o bien por una sobreexpresión de los RTKs, como el EGFR (receptor para el 
factor de crecimiento epidérmico), PDGFR (receptor para el factor de crecimiento 
derivado de plaquetas) o VEGFR (receptor para el factor de crecimiento vasculo-
endotelial) (Schlessinger, 2000) (Magne et al., 2002) (Barnes et al., 2003) (Lokker et 
al., 2002) (Doanes et al., 1999) (Meadows et al., 2001).  
RAS regula muchas rutas que inducen la transformación celular, incluyendo la 
cascada RAF/MEK/ERK (también conocida como ruta MAPK). Las RAF kinasas son 
proteínas serina/treonina kinasas que funcionan como moléculas efectoras de RAS; de 
modo que cuando RAS activa a RAF ésta se dirige a la membrana plasmática, donde 
inicia la cascada de mitogénica activando a MEK1/2, que a su vez activa a ERK1/2 y 
finalmente acaba modulando la expresión génica a través de la fosforilación de 
factores de transcripción como Ets-1, c-Jun, y c-Myc (Kolch, 2000) (Chang et al., 2003) 
(Marshall, 1994), resultando en un incremento de la proliferación celular, progresión 
del ciclo celular e inhibición de la apoptosis (Huether et al., 2006). 
La activación constitutiva de la ruta de señalización RAS-ERK es común en 
numerosos cánceres. Aproximadamente el 15% de los cánceres humanos tienen 
mutaciones activadoras de RAS (Malumbres et al., 2003). 
La familia de las RAF kinasas está compuesta por 3 miembros: A-RAF, B-RAF y 
C-RAF (también llamado Raf-1). Se han identificado mutaciones en B-RAF en 
numerosos cánceres (Davies et al., 2002), que han sido directamente relacionadas 
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kinasa de la proteína. En el 90% de los casos de cánceres humanos que presentan 
mutaciones en esta proteína, aparece una sustitución de ácido glutámico por una 
valina en la posición 600 (V600E), que hace que esta proteína tenga una actividad 
kinasa muy elevada y que mantenga estimulado de modo constitutivo la actividad de 
ERK (Davies et al., 2002). Otras mutaciones frecuentes afectan a residuos que 
intervienen en el mantenimiento de una conformación inactiva de B-RAF, de manera 
que se promueve el estado activado, y finalmente su actividad kinasa. 
C-RAF y B-RAF también participan en la regulación de la apoptosis endotelial y 
la angiogénesis (Alavi et al., 2003) (Hood et al., 2002). La invasión tumoral y la 
metástasis son procesos directamente relacionados con la angiogénesis, ya que las 
células vasculo-endoteliales secretan proteinasas capaces de degradar la matriz 
(Mignatti et al., 1993) facilitando la salida de las células tumorales al torrente 
circulatorio, para así ser capaces de viajar por el mismo, y alcanzar un tejido lejano al 
lugar donde se originaron (Aznavoorian et al., 1993). 
En el HCC, la ruta de las MAPK suele estar constitutivamente activada, lo cual 
lleva a la sobre-expresión de genes que promueven la proliferación celular. Además, la 
apoptosis suele estar impedida por la sobreproducción del factor de supervivencia Mcl-
1, miembro de la familia Bcl-2. En el CGC también se ha observado que el RTK EGFR 
participa en la génesis y en la progresión del CGC (Yoon et al., 2004) y las 
alteraciones en la ruta de las MAPK se asocian con una mayor proliferación tumoral 
(Huether et al., 2007). 
2.5.2. Antitumorales inhibidores de tirosina kinasas; Sorafenib 
En las últimas décadas, se ha diseñado un nuevo grupo de fármacos 
antitumorales denominados globalmente TKIs, que tienen como dianas específicas las 
kinasas implicadas activamente en las rutas que promueven el desarrollo tumoral 
(Hartmann et al., 2009). La mayoría de los TKIs son moléculas de bajo peso 
molecular, que se administran de modo oral, con un buen perfil de seguridad, y que 
pueden combinarse con otros fármacos quimioterapéuticos o con terapias de radiación 
(Arora et al., 2005). 
Los TKIs surgieron a finales de 1980, en Ciba Geigy (actual Novartis, Basilea, 
Suiza) donde se llevó a cabo una búsqueda selectiva de compuestos químicos con 
actividad inhibidora de TKs (Zimmermann et al., 1996); en base a la relación entre la 
estructura y la actividad inhibidora, los compuestos activos fueron optimizados para 
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inicial, la 2-fenil-amino-pirimidina, fue modificado por introducción de grupos metilo y 
benzamida para incrementar sus propiedades, del cual surgió el imatinib. Los primeros 
ensayos in vitro demostraron su capacidad para inhibir tanto el PDGFR como el 
receptor KIT (Druker, 2002), siendo así el imatinib el primer compuesto de la familia a 
partir del cual aumentó el interés de estos fármacos en la clínica antitumoral. 
 
El sorafenib, N-(3-trifluorometil-4-clorofenil)-N’-(4-[2-metilcarbamoil piridina-4-
yl]oxifenil) urea, (también conocido como BAY43-9006, o Nexavar®), es una bi-aril 
urea, que se utiliza como tosilato de sorafenib, con actividad inhibidora de 
multikinasas, que tiene como dianas varias proteínas de la ruta RAS-ERK como C-
RAF, la forma silvestre de B-RAF y la B-RAF mutada V600E, MEK y ERK (Liu et al., 
2006), todas ellas implicadas como se comentó anteriormente en mecanismos de 
proliferación celular (Figura I-3) (Wilhelm et al., 2004). Es capaz de inducir la apoptosis 
por la inhibición de la proteína Mcl-1 (Liu et al., 2006). Además, el sorafenib presenta 
una potente inhibición de ciertos RTKs implicados en la angiogénesis como VEGFR-2, 
VEGFR-3, PDGFR-β , c-KIT, FLT-3 y el receptor RET (Wilhelm et al., 2004).  
 El mecanismo de acción del sorafenib es una inhibición competitiva del dominio 
catalítico de unión al ATP de sus respectivas kinasas, ya que el anillo piridil distal del 
sorafenib interacciona de forma directa con 3 aminoácidos del bolsillo de unión al ATP 
de estas proteínas, impidiendo así su fosforilación y con ello la activación de las 
mismas (Wan et al., 2004) (Wilhelm et al., 2004).  
El sorafenib ha mostrado una potente actividad antitumoral tanto in vitro como in 
vivo frente al HCC o a los carcinomas de células renales, mama, colon, páncreas y 
ovario (Wilhelm et al., 2008) (Strumberg, 2005). Actualmente, el sorafenib está 
aprobado para el tratamiento de pacientes con HCC irresecable (Llovet et al., 2008) y 
para pacientes con carcinoma renal avanzado (Escudier et al., 2007). 
 Papel del sorafenib en el tratamiento de tumores hepáticos: 
Los primeros ensayos realizados in vitro demostraron que el sorafenib inhibía la 
proliferación e inducía la apoptosis en líneas celulares de HCC, actuando sobre la ruta 
de señalización RAF/MEK/ERK. Los ensayos in vivo con xenoinjertos mostraron que el 
sorafenib inhibía el crecimiento tumoral, y la angiogénesis por su acción sobre las TKs 
VEGFR-2/3, PDGFR β (Liu et al., 2006), FLT-3, RET y c-kit (Abou-Alfa, 2006) (Abou-
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Uno de los ensayos clínicos más relevantes que demostró el potencial del 
sorafenib en el tratamiento del HCC fue el ensayo SHARP (Sorafenib Hepatocellular 
carcinoma Assessment Randomized Protocol), el cual indicó que este fármaco 
prolongaba la supervivencia media (10,7 meses vs 7,9 meses en el grupo de pacientes 
que recibieron el placebo) y el tiempo de progresión en pacientes con HCC avanzado 
(Llovet et al., 2008). Los resultados del ensayo SHARP representaron un progreso en 
el manejo clínico del HCC, considerando al sorafenib como la primera terapia 
sistémica para prolongar la supervivencia de estos pacientes. 
 
 
Figura I-3: Dibujo esquemático de los mecanismos moleculares del sorafenib sobre una célula epitelial 
tumoral hepática y sobre una célula endotelial. El sorafenib bloquea la proliferación celular inhibiendo a 
las Raf kinasas (B-Raf y Raf-1) implicadas en la ruta de las MAK kinasas que estimulan la proliferación (ya 
que al final de la ruta Erk activa a Myc un factor de transcripción que estimula la transcripción del gen de 
la ciclina-D1 que promueve la división celular). Además, el sorafenib favorece la apoptosis al impedir la 
traducción de la proteína antiapoptótica Mcl-1. Sobre la célula endotelial, además del bloqueo de RAF, el 
sorafenib inhibe los RTKs PDGFR-β, VEGFR-2, VEGFR-3, c-Kit y RET, así estos receptores no logran 
activar a Ras, bloqueando doblemente la ruta, e impidiendo así la transcripción de los genes que 
promueven la angiogéneis. (EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico, PDGFR, receptor del 
factor de crecimiento plaquetario, VEGFR, receptor del factor de crecimiento vasculo-endotelial, GDNF, 
factor neurotrófico derivado de células gliales, SCF, factor de células madre). 
 
 
A pesar de que el tratamiento con sorafenib supone un “hito” en la terapia del 
HCC, el efecto del sorafenib sobre los tumores colangiolares no está muy claro. Por un 
lado, en ensayos in vitro con líneas celulares de CGC humano, el sorafenib mostró 
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arresto del ciclo celular (Huether et al., 2007). Ensayos realizados con células de CGC 
humano tanto in vitro como in vivo (utilizando modelos animales), remarcaron la 
actividad antitumoral de este TKI, ya que el sorafenib actuaba induciendo un efecto 
pro-apoptótico y un pronunciado efecto anti-vascular (Sugiyama et al., 2011). Además, 
este fármaco mostró un efecto antitumoral claro en un modelo de CGC ortotópico en 
roedores, en el que se observó una inhibición de la señalización JAK/STAT3 asociada 
con un descenso de Mcl-1 estimulando la apoptosis (Blechacz et al., 2009). Un hecho 
mencionable es que el CGC es un tumor que comúnmente no muestra una gran 
vascularidad (lo que sí ocurre en otros tumores), lo que sugiere que las rutas 
angiogénicas juegan un papel menor en la patogénesis y la progresión de este tumor 
(Kawahara et al., 1998). 
 
Por otro lado, los ensayos clínicos llevados a cabo hasta la fecha con pacientes 
con CGC tratados con sorafenib han sido poco concluyentes. Los ensayos de Bengala 
et al. y El-Khoueiry et al. mostraron que el sorafenib presentaba una baja o nula 
actividad antitumoral en estos pacientes (Bengala et al., 2010)	   (El-Khoueiry et al., 
2012), mientras que en otro estudio observaron un efecto antitumoral moderado 
(LaRocca et al., 2007) y en un caso descrito para un paciente con CGC, el sorafenib 
tuvo una potente actividad, mejorando los síntomas, la funcionalidad hepática, y 
observándose un aumento de la supervivencia hasta al menos 24 meses tras el 
tratamiento con sorafenib (Pinter et al., 2011). 
A pesar de que el sorafenib es el agente quimioterapéutico empleado para el 
tratamiento del HCC, y su potencial efecto antitumoral también en tumores 
colangiolares, el tratamiento con sorafenib tiene ciertas limitaciones, ya que la mejora 
de los pacientes es modesta, los beneficios pueden ser transitorios por una pérdida de 
la eficacia debida a mecanismos de resistencia a la quimioterapia, y en ocasiones 
aparición de toxicidad al fármaco (afectaciones dérmicas como el “síndrome mano-
pie”, hipertensión, fatiga, proteinuria, diarrea y riesgo de tromboembolismo o 
sangrados) (Almhanna et al., 2009) (Roodhart et al., 2008). 
2.5.3. Otros fármacos inhibidores de la actividad tirosina kinasa 
Como se describió para el sorafenib, el mecanismo de acción de los TKIs es una 
inhibición competitiva del dominio catalítico de unión al ATP de las respectivas 
kinasas. Los estudios de cristalización sugieren que los TKIs interactúan uniéndose 
tanto a residuos conservados como no conservados en el bolsillo de unión al ATP de 
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localizados en regiones del bolsillo que no se unen directamente al ATP, y son 
probablemente únicos de ciertas TKs (Toledo et al., 1999).  
 
Algunos de los TKIs más utilizados en la terapia antitumoral actual son: 
 
El imatinib, que fue el primero de esta familia de fármacos que se sintetizó, es 
un potente inhibidor, entre otras, de la tirosina quinasa BCR-ABL, que es el resultado 
del cromosoma Filadelfia. Por esta razón, el imatinib se utiliza en el tratamiento de la 
leucemia mieloide crónica, donde este fármaco aumenta la supervivencia y mejora la 
calidad de vida de los pacientes con esta enfermedad (Hartmann et al., 2009). 
También se usa en tumores gastrointestinales estromales y se ha utilizado en otros 
tumores (Duffaud et al., 2009). Estructuralmente el imatinib recuerda al ATP, lo cual 
evidencia su mecanismo de acción. El imatinib impide la activación del PDGFR, la 
proteína ABL (proteína homologa del oncogen viral de la leuceima murina Abelson) y 
KIT (Heinrich et al., 2003). 
 
El erlotinib es una quinazolinamina que ha resultado útil en el tratamiento de 
cáncer de pulmón de células no pequeñas, de páncreas y se ha evaluado para otros 
tipos de tumores (Sharma et al., 2009) (Philip et al., 2005). La diana de este TKI es el 
EGFR. 
 
El gefitinib es un inhibidor selectivo del EGFR y actúa de manera similar al 
erlotinib (Sordella et al., 2004). Este fármaco está indicado para el tratamiento 
continuado de pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas avanzado o 
metastático, tras el fallo de la quimioterapia con derivados de platino o docetaxel (Pao 
et al., 2004). 
 
El sunitinib inhibe múltiples TKs, como PDGFRα y PDGFRβ, VEGFR-1, 
VEGFR-2, y VEGFR-3, KIT, FLT-3, el receptor del factor estimulador de colonias 
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3.1. MATERIAL BIOLÓGICO 
 
3.1.1. Muestras humanas 
Las muestras de tejido hepático de pacientes con CGC (n=15) y HCC (n=23) se 
obtuvieron a través del Servicio de Cirugía Hepatobiliar y Pancreática del Hospital 
Universitario de Salamanca, del Hospital Clínico Universitario de Navarra y del 
Biobanco de tumores del Hospital Universitario de San Sebastián, con el 
consentimiento escrito de los pacientes, según determina la legislación vigente. Los 
datos personales fueron tratados con confidencialidad y seguridad, de acuerdo con la 
normativa basada en la Ley 15/99 (R.D. 994/99) y los protocolos fueron aprobados por 
el Comité Ético de Investigación Clínica del área de Salud de los distintos hospitales 
de procedencia. La información de los pacientes y los tumores se resume en la tabla 
del anexo MM-1 (página 95). 
 
3.1.2. Animales 
Para los modelos de colangiocarcinogénesis se utilizaron ratas macho de la raza 
Wistar, entre 280-300 g, procedentes del animalario del Edificio Departamental de la 
Universidad de Salamanca. 
Para la realización de pruebas de tumorigénesis in vivo se utilizaron ratones 
nude atímicos (Ico:Swiss-nu/nu) (Harlan Laboratories, Barcelona), que se mantuvieron 
en salas con condiciones controladas y con aisladores para garantizar un ambiente 
estéril. 
Los animales tenían libre acceso tanto a la bebida como al pienso granulado 
comercial y se mantuvieron en habitaciones a temperatura (20ºC) y humedad relativa 
controladas, dotadas de un sistema de iluminación regulable que establecía un ciclo 
de luz/oscuridad (12 h/12 h) constante. 
Para la obtención de oocitos se utilizaron ranas hembra Xenopus laevis (Regine 
Olig, Hamburgo, Alemania). Se mantuvieron en tanques con agua con condiciones 
controladas de pH, dureza, contenido en nitratos, nitritos y cloro, y se alimentaron con 
pienso Xenopus XE40 (Mucedola, Milán, Italia) e hígado de rata.  
Los animales fueron manipulados según las especificaciones de la Comunidad 
Europea (86/609/EEC y 2003/65/EC) y la normativa española vigente para el uso y 
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91, 2005). Todos los protocolos experimentales empleados durante la realización de 
este trabajo fueron aprobados por el comité de Bioética para el uso de animales de 
laboratorio de la Universidad de Salamanca.  
 
3.1.3. Líneas celulares 
En este trabajo se utilizaron las siguientes líneas celulares:  
§ Proporcionadas por la American Type Culture Collection (ATCC, LGC Standards, 
Barcelona): de HCC humano: Alexander o PCL/PRF/5 (CRL 8024) y SK-Hep-1 (HTB-
52); de adenocarcinoma colorrectal: Caco-2 (HTB-37) y LS174T (CL-188); de 
coriocarcinoma humano: BeWo (CCL-98) y JAR (HTB-144); y embrionarias de riñón 
humano: HEK-293 (CRL-1573). 
 
§ De la casa comercial German Collection of Microorganisms and Cell Cultures 
(DSMZ, Braunschweig, Alemania): de CGC humano: TFK1 (ACC 344) (extrahepático) 
y EGI-1 (ACC 385); y CGC de rata: NT-92 (ACC 639). 
 
§ Obtenidas de la European Collection of Cell Cultures (ECACC, Salisbury, Reino 
Unido): la línea celular humana de carcinoma de pulmón de células grandes COR-L23 
(92031919) y la sublínea resistente a múltiples fármacos COR-L23/R (96042339). 
 
También se utilizaron las sublíneas resistentes a cisplatino LS174T/R, WIF-
B9/R (línea híbrida obtenida de células Fao de hepatoma de rata y fibroblastos 
humanos WI-38), y Hepa 1-6/R (de hepatoma de ratón). Todas ellas fueron 
seleccionadas en nuestro laboratorio (Briz et al., 2000) (Briz et al., 2003). 
 
Además, se utilizaron las líneas celulares de CGC de rata REUSAL-C44 y 




§ Se utilizaron las cepas DH5α, y BL21 (DE3), de Escherichia coli proporcionadas por 
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§ Las bacterias E. coli “One Shot ccdB Survival-T1R” competentes, de elevada 
eficacia de transformación, que se utilizaron para amplificar los vectores donadores y 
de destino para la clonación Gateway, fueron compradas a Invitrogen (Barcelona). 
 
3.2. PRODUCTOS 
Los productos utilizados en este trabajo se obtuvieron de las siguientes casas 
comerciales: 
§ Abbot Laboratorios (Madrid): isofluorano (Forane®) y pentobarbital sódico 
(Nembutal N.R.). 
§ Air Liquide (Valladolid): carbógeno, CO2 y N2 líquido. 
§ American Radiolabeled Chemicals (Itisa, Madrid): [3H]-ácido taurocólico ([3H]-TCA) 
con una actividad específica de 10 Ci/mmol. 
§ AppliChem (Madrid): ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfónico (HEPES), ácido 
morfolino propansulfónico (MOPS), agar, extracto de levaduras, fenol, galactosa, 
glicerol 80% estéril, leche descremada liofilizada y triptona. 
§ B. Braun (Melsungen, Alemania): sutura de seda. 
§ BD Biosciences (Madrid): cámaras multipocillo (Lab-tek) y fluido envolvente FACS 
Flow para citometría de flujo. 
§ Biomers.net (Ulm, Alemania): algunos cebadores (“primers”). 
§ Bio-Rad (Madrid): acrilamida, marcadores de pesos moleculares de proteínas (“Low 
range” y “Kaleidoscope”), membranas de nitrocelulosa, persulfato de amonio, rojo 
ponceau, tampón Tris 0,5 M pH 6,8, tampón Tris 1,5 M pH 8,8 y tetrametiletilendiamina 
(TEMED). 
§ Dako Diagnósticos (Barcelona): medio de montaje para fluorescencia. 
§ Enzo Life Sciences (Lausen, Suiza): sustratos específicos para determinación de la 
actividad caspasa 3, Ac-DEVD-AMC y caspasa 8, Ac-IETD-AFC. 
§ Fermentas (Quimigranel, Madrid): T4 polinucleótido quinasa.  
§ GE Healthcare (Barcelona): Reactivos de detección ECL (“Enhanced 
ChemioLuminiscence”) que incluyen los anticuerpos secundarios marcados con 
peroxidasa y los reactivos de detección 1 y 2, kit “GFX PCR DNA & Gel Band 
Purification”, kit “PlasmidPrep Mini Spin”, kit “illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit” y 
algunas enzimas de restricción. 
§ Isogen (De Meern, Holanda): algunos cebadores o “primers”.  
§ Life Technologies (Madrid): acetato de amonio, aminoácidos no esenciales 100x, 
anticuerpos secundarios fluorescentes anti-IgG de ratón y anti-IgG de conejo 
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acetoximetil éster (calceína-AM), mezcla de antibióticos penicilina/estreptomicina, 4,6-
diamidino-2-fenilindol (Dapi), inhibidor de tripsina de soja, kanamicina, kit comercial 
para la cuantificación de ARN “Ribo-Green RNA-Quantitation Kit”, kit comercial para la 
transcripción reversa (RT) “SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit”, kit para la 
transcripción in vitro “mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra”, “LipofectamineTM LTX 
Reagent” y “PlusTM Reagent”, líquido estabilizador “RNAlater”, marcadores de peso 
molecular de ADN (25, 100 y 500 pb y 1 kb plus) y de ARN (0,24-9,5 kb y 0,5-10 kb), 
medios de cultivo Opti-MEM, DMEM F-12 con glutamax, Advanced MEM, medio RPMI 
1640 con GlutamaxTM-I, medio SOC, mezclas enzimáticas “Gateway BP Clonase II” y 
“Gateway LR Clonase II”, oligonucleótidos para secuenciación M13 Forward y M13 
Reverse, plásmido donador pDONOR 221, y de destino pcDNA6.2-V5-DEST, 
pcDNA6.2/V5/GW/CAT, Accuprime®Pfx ADN polimerasa de alta fidelidad, Platinum® 
PCR Supermix High Fidelity, proteinasa K, solución de vitaminas MEM, solución de 
carga para electroforesis en gel desnaturalizante, suero bovino fetal (FBS), SYBR 
Green I para teñir ADN en geles de agarosa (“SYBR Safe”), “SYBR Green I PCR 
Master Mix”, “Taqman® Universal PCR Master Mix”, y las tarjetas microfluídicas o 
TLDAs. 
§ Leo Laboratorios S.A. (Madrid): heparina. 
§ Lonza (Basilea, Suiza): aminoácidos no esenciales MEM, marcador de pesos 
moleculares para proteínas “ProSieve™ QuadColor™ Protein Marker, 4,6-300 kDa”. 
§ Menarini Diagnostics (Barcelona): portaobjetos Optiplus™. 
§ Merck (Barcelona): acetato sódico anhidro, ácido fórmico, ácido fosfomolíbdico, β-
mercaptoetanol, cloruro sódico, etanol, formaldehído, glicerol, hidróxido sódico, 
isopropanol, metanol, reactivo de Folin Ciocalteau y tartrato disódico. 
§ Millipore (Waters Corporation, Madrid): cartuchos de octadecilsilano (Sep-Pak C18). 
§ MP Biomedicals LLC (Santa Ana, EE.UU.): líquido de centelleo UniverSol™ES.  
§ Parke-Davis (Barcelona): anestésico ketamina (Ketolar).  
§ Perkin Elmer Life Sciences (Boston, EE.UU.): [14C]-bromuro de tetraetilamonio 
(TEA), con una actividad específica de 2,4 mCi/mmol. 
§ Promega Corporation (Madison, Wisconsin, EE.UU.): algunas enzimas de 
restricción, T4 ADN ligasa, kit “CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell 
Proliferation Assay”, kit Steady-Glo Luciferase Assay System y plásmidos pGEM®-T 
Easy y pGL4.10-[Luc2]. 
§ Pronadisa (Hispalab S.A., Madrid): agarosa de baja electroendósmosis, agarosa de 
alta resolución MS-8 y agarosa de bajo punto de fusión.  
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§ Roche (Barcelona): ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfónico (HEPES), 
DNAsa I y algunas enzimas de restricción.  
§ Sartorius (Goettingen, Alemania): filtros de nitrato de celulosa de 0,2 µm de tamaño 
de poro. 
§ Sigma-Aldrich (Madrid): ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), ácido etilenglicol 
tetraacético (EGTA), ácido linoleico, albúmina sérica bovina (fracción V), ampicilina, 
apotransferrina, azul de bromofenol, azul de Tripán, bicarbonato sódico, cis-
diaminodicloroplatino II (cisplatino), clorhidrato de quinina, cloruro de colina, 
colagenasa, D-glucosa, dexametasona, dietilpirocarbonato (DEPC), dimetilsulfóxido 
(DMSO), ditiotreitol (DTT), dodecil sulfato sódico (SDS), doxorrubicina, Factor de 
Crecimiento Epitelial (Epidermal Growth Factor, EGF), fumitremorgina C (FTC), 
glutamina, hialuronidasa III, insulina, isotiocianato de fluoresceína (FITC), ioduro de 
propidio (IP), medios de cultivo “Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)”, 
“Minimum Essential Medium Eagle (MEM) “F-12 Coon’s modification”, “HAT”, “RPMI-
1640” y “Williams” mezcla de antibióticos y antimicótico (penicilina, estreptomicina y 
anfotericina B), mezcla de inhibidores de proteasas (4-(2-aminoetil) 
bencenosulfonilfluoruro 104 mM, pepstatina A 1,5 mM, E-64 1,64 mM, bestatina 4 mM, 
leupeptina 2 mM y aprotinina 80 µM), nicotinamida, nitrato de calcio, Nonidet P40, 
ornitina, paraformaldehído, piruvato sódico, probenecid, rodamina 123, sal sódica de 
los ácidos desoxicólico (DCA), glicocólico (GCA), glicodesoxicólico (GDCA), 
glicoquenodesoxicólico (GCDCA), glicoursodesoxicólico (GUDCA), litocólico (LCA), 
taurocólico (TCA) y ursodesoxicólico (UDCA), sulfato de gentamicina, tioacetamida 
(TAA), tripsina de páncreas porcino, Tris (trishidroximetil aminometano) base (Trizma) 
o clorhidrato (Tris HCl), Triton X-100, verapamilo y xileno cianol. 
§ Sigma-Genosys (Cambridge, Reino Unido) algunos cebadores o “primers”. 
§ Takara (Laboratorios Conda, Madrid): algunas enzimas de restricción y solución de 
carga para electroforesis en gel. 
§ VWR Internacional (Barcelona): ácido acético glacial, ácido clorhídrico, bromuro de 
etidio, carbonato sódico, cloroformo, cloruro cálcico, cloruro magnésico, cloruro 
potásico, dihidrógeno fosfato potásico, fosfato ácido potásico, fosfato disódico, 
indicador universal de pH, medio de montaje Entellan®, mezcla de glicoles y resinas 
para realizar cortes en el criostato Tissue-Tek® O.C.T. (“Optimum Cutting 
Temperature”), sulfato magnésico y Tween® 20. 
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El tosilato de sorafenib (Nexavar®) fue proporcionado por el Servicio de Farmacia 
del Hospital Universitario de Salamanca, y el derivado citostático de cisplatino y ácido 
ursodesoxicólico, Bamet-UD2, fue sintetizado en nuestro laboratorio como se ha 
descrito previamente (Criado et al., 2000). 
El plásmido CMV5-rAsbt, fue sintetizado en nuestro laboratorio previamente 
(Vicens et al., 2007a). 
Todos los demás reactivos utilizados fueron del grado requerido para cada caso. 
 
3.3. MEDIOS INSTRUMENTALES 
§ Las pesadas se realizaron en balanzas electrónicas digitales Precisa 125 A y 
Sartorious BL 150S (Grupo Taper, Madrid). Para pesar los animales se utilizó también 
una balanza electrónica digital Precisa, modelo 600 C (Grupo Taper).  
 
§ Para las determinaciones de pH se utilizó un electrodo Crison PH BASIC 20 (Crison 
Instruments, Barcelona). 
 
§ El agua destilada y el agua ultrapura se obtuvieron con equipos de purificación de 
agua por ósmosis inversa Milli-Ro 10 Plus y Milli-Q 185 Plus, respectivamente 
(Millipore, Madrid). 
 
§ Las incubaciones se llevaron a cabo en un baño termostatizado LAUDA Ecoline 
StarEdition RE 106 y en un bloque térmico QBA2 Grant (Thermo Fisher, Madrid). 
 
§ Las centrifugaciones se realizaron en centrífugas refrigeradas 5417R y 5810R 
marca Eppendorf (Hamburgo, Alemania), Beckam Avanti J-20, y L8-M Ultracentrifuge, 
rotor 70.1 Ti (Beckman). También se utilizaron picofugas Stratagene (VWR 
International Eurolab, Barcelona). 
 
§ Las medidas espectrofotométricas se hicieron con un espectrofotómetro Hitachi U-
2000 (Grupo Taper) y para la determinación de la viabilidad celular se utilizó un lector 
de ELISA modelo ELx808 (BioTek). Las determinaciones espectrofotométricas de la 
concentración de ADN y ARN se realizaron con un NanoDrop 1000 (Thermo Fisher) y 
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fluorimétrica se utilizó un fluorímetro Hitachi F-4010 (Grupo Taper) y cubetas de 
cuarzo de la marca Hellma (DueroLab, Salamanca). 
 
§ Para hacer filtraciones a vacío se empleó una bomba Millipore modelo XX5522050 
(Millipore Ibérica). Para la esterilización de materiales sólidos y líquidos, y material de 
cultivos celulares se empleó un autoclave modelo Tuttnaver 2340 M (Duerolab). 
 
§ Los vasos sanguíneos se canularon con catéteres Braun de tamaño 0,5 mm x 0,9 
mm y de FepTeflon de 0,7 mm x 16 mm (B. Braun Sugical GMBH, Melsungen, 
Alemania). Para canular el conducto biliar se usaron cánulas de polietileno PE-10 
(Biotrol Pharma, París, Francia). 
 
§ Las bombas peristálticas utilizadas fueron del tipo Microperpex 2132, de LKB 
Instruments (Pharmacia España, Madrid). 
 
§ Para la PCR analítica y para la RT se utilizó un termociclador Eppendorf 
Mastercycle ep gradient (Thermo Fisher). Los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo 
real en tubos de 0,2 ml se realizaron en un aparato ABI PRISM® 7300 Sequence 
Detection System, de Applied Biosystems. Para las tarjetas microfluídicas se utilizó el 
modelo ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System de la misma compañía. 
Para la visualización de las secuencias y diseño de estudios de restricción de los 
plásmidos se usó el programa Gene Construction kit 2.5.13 para MacOS X (Textco, 
New Hampshire, EE.UU.). 
 
§ El transiluminador empleado para la visualización de los ácidos nucleicos fue el 
modelo GelDoc 2000 (BioRad) perteneciente al Instituto de Microbiología-Bioquímica. 
 
§ La secuenciación de los fragmentos de ADN se realizó en el Servicio de 
Secuenciación de la Universidad de Salamanca.  
 
§ La electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa se realizó en un sistema 
de geles horizontales sumergidos modelo MT-1001 de la casa Ecogen (Madrid), 
acoplado a una fuente Bio-Rad Power Pac 3000 (Bio-Rad, Madrid).  
 
§ La electroforesis de proteínas se llevó a cabo en un sistema de electroforesis 
modelo Mini-Protean II Cell con fuente de alimentación modelo PowerPac 300. La 
transferencia electroforética a membranas de nitrocelulosa se realizó en un sistema 
Trans-Blot Cell II utilizando para ello la misma fuente de alimentación, todo procedente 
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§ Para la visualización de la fluorescencia de los geles de ácidos nucleicos y la 
luminiscencia de las membranas de western blot se empleó un equipo de análisis de 
imagen Fujifilm LAS-4000 (TDI, Madrid). La captura de imágenes se llevó a cabo con 
una cámara refrigerada del equipo, sin filtros y con una apertura del diafragma del 
objetivo de f 0,8 cuando se trataba de quimioluminiscencia, y con filtro Y515 y 
diafragma del objetivo f1,5 para SYBR Green, con luz azul como fuente de excitación. 
Las imágenes se analizaron con el programa informático MultiGauge v3.0 (Fujifilm). 
 
§ Para la evaporación de pequeños volúmenes de solventes se utilizó un “speed-
vacuum” marca Savant modelo SPD121P acoplado a una bomba de vacío modelo 
UVS400A (Hucoa-Erlöss, Madrid). 
 
§ Las homogeneizaciones se realizaron con un homogeneizador Polytron Typ PT 
10/35 Kinemática GMBH (Lucerna, Suiza) o un sonicador tipo baño Ultrasonic Cleaner 
400 W, 30 kHz (Fungilab S.A., Barcelona). 
 
§ Para la realización de trabajos con cultivos celulares se utilizó una campana de flujo 
laminar modelo AV-30/70 (Telstar, Barcelona); las células se mantenían a 37ºC en un 
incubador termostatizado con atmósfera de CO2 humidificada de la marca Thermo, 
modelo Hepa Class 100 (Thermo Fisher), y se observaban a través de un microscopio 
Leitz Fluovert FS (Leitz). Los viales de almacenamiento de las distintas líneas 
celulares se conservaban en un contenedor de N2 líquido (Thermo Fisher). Se 
utilizaron placas de cultivo y frascos Roux de cuello inclinado de la marca TPP 
(Biotech S.L., Madrid) para el cultivo de las líneas celulares. Para algunas líneas 
celulares se utilizaron frascos de cultivo con colágeno a la concentración de 0,5 mg/ml. 
La esterilización de las soluciones se hizo mediante filtros Sterivex de 0,2 µm (Millipore 
Ibérica). Para contar las células se utilizaron cámaras Thoma. 
 
§ Los cortes histológicos se realizaron con un criostato (Leica Microsystems, modelo 
1900UV, Barcelona). Para visualizar la fluorescencia se utilizó un microscopio Nikon 
Eclipse TE 2000-S (Nikon, Duerolab) o un microscopio confocal modelo TCS SP2 
(Leica) perteneciente al Centro de Investigación del Cáncer de Salamanca. 
 
§ Para el crecimiento de bacterias se utilizó una estufa termostatizada a 37ºC modelo 
S-20 (Selecta, Barcelona). 
 
§ Los oocitos se incubaron en una estufa Selecta (Pacisa). La selección de los 
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fuente de luz fría KL750 (Schott, Wiesbaden, Alemania). Para la micro-inyección de los 
oocitos se utilizó un equipo Nanoliter 2000 (WPI, Hertfordshire, Reino Unido). 
 
§ La radiactividad de los isótopos 3H y 14C se midió en un contador de centelleo 
líquido Beckman LS-6500 (Beckman Instruments, Madrid). 
 
§ El análisis por citometría de flujo de la captación o eflujo de compuestos 
fluorescentes se realizó en un citómetro FACScalibur, de la casa BD Biosciences 
(Madrid). El programa informático utilizado para la adquisición y análisis de datos fue 
el CellQuestPro, de la misma casa comercial. 
 
§ También se utilizó un sistema cromatográfico acoplado a un detector de masas, 
HPLC-MS-MS, de la casa Agilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.). Este sistema 
se compone de un equipo de HPLC serie 1200 formado por: una bomba cuaternaria 
con desgasificador de vacío (modelo G12354A); un inyector de 20 µl de capacidad 
(modelo G1328B); un detector ultravioleta/visible (modelo G1314B) de longitud de 
onda variable y programable y una columna de fase reversa Zorbax C18 column 30 
mm x 2,1 mm, 3,5 µm de tamaño de poro termostatizada a 35ºC (Agilent 
Technologies). El Detector de Masas Triple Cuadrupolo (modelo G6410A) está 
acoplado a una fuente de ionización a presión atmosférica (API) serie 6000 (modelo 
G1948B). Todo el sistema se controló desde un ordenador Pentium IV (modelo HP 
LP2065) utilizando el software Q-TOF, QQQ, TOF (Agilent Technologies) que permite 
tanto el control del HPLC como del detector de masas.  
 
§ Los análisis de Pt se llevaron a cabo en un espectrofotómetro de absorción atómica 
con horno de grafito (Z-8100 Polarized Zeeman) de la casa Hitachi utilizando cubetas 
tipo tubo pirolíticas, también de Hitachi (Pacisa). La lámpara de Pt de cátodo hueco 
era de la casa Photron (Victoria, Australia). Para la mineralización de las muestras se 
utilizó un termostato de bloque metálico Tembloc (Selecta, Barcelona). 
 
§ Las muestras se conservaron en congeladores a -20ºC y -80ºC marca Revco 
(Pacisa). 
 
§ Además se contó con un pequeño equipamiento como agitadores magnéticos 
Selecta (DureoLab), agitadores Vortex de Ika Works (Wilmington, EE.UU.) y 
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§ Todo el material de vidrio utilizado para las síntesis químicas procedía de Afora 
(Madrid). Cuando era utilizado en biología molecular se trataba mediante calor seco, 
durante un mínimo de 4 h, en una estufa termostatizada a 180ºC, modelo S-20 
(Selecta). 
 
Soluciones comunes utilizadas 
§ Medio Luria-Broth (LB): Triptona 10 g/l, extracto de levaduras 5 g/l, NaCl 10 g/l, 
NaOH 80 mg/l, pH 7,0. El medio LB para las placas contenía, además, 15 g/l de agar. 
§ Solución salina: La solución salina se preparaba disolviendo NaCl en agua destilada 
hasta conseguir una concentración final de 150 mM. 
§ Pentobarbital: El pentobarbital sódico se disolvía en solución salina (5 mg/ml). 
§ Tampón MOPS 10x: MOPS 0,2 M, acetato sódico anhidro 80 mM, EDTA 10 mM, 
pH 7,0.  
§ Tampón RIPA: PBS, Nonidet P40 1%, desoxicolato sódico 0.5%, SDS 0.1%. 
§ Tampón TAE: trizma base 40 mM, ácido acético glacial 20 mM, EDTA 1 mM de pH 
8,0. 
§ Tampón TE 1x: Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0. 
§ Tampón fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCl 3 mM, Na2HPO4 0,5 mM, KH2PO4 
1,5 mM, pH 7,4. 
§ PBS con Ca2+ y Mg2+: PBS 1x, CaCl2 0,9 mM, MgCl2 0,49 mM, pH 7,4. 
 
3.4. EXPERIMENTOS IN VIVO 
3.4.1. Grupos experimentales utilizados en el modelo de CGC 
Se utilizaron ratas Wistar macho que se sometieron a diferentes protocolos 
experimentales: 
Grupo de tioacetamida (TAA): La TAA se administró disuelta en el agua de 
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Grupo de colestasis (BDL): La colestasis obstructiva se indujo quirúrgicamente 
en animales anestesiados con isofluorano (Forane®). Tras afeitar el campo operatorio, 
se desinfectó con tintura de yodo y se practicó una laparotomía media de 4-5 cm 
desde el cartílago xifoides. Seguidamente se disecó el conducto biliar común, se 
realizó una ligadura doble por encima de la desembocadura de los conductos 
pancreáticos y se cortó el conducto entre las dos ligaduras. A continuación, se cerró la 
cavidad abdominal por planos con sutura continua en el peritoneo y músculo, y con 
puntos individuales en “U”, en el caso del plano cutáneo. La región abdominal se 
impregnó exteriormente con un antiséptico para evitar posibles infecciones y los 
animales se colocaron bajo una lámpara calefactora hasta que se recuperaron de la 
anestesia. 
Grupo de TAA y colestasis (TAA+BDL): A los animales de este grupo 
experimental se les indujo una colestasis obstructiva como se detalla en el apartado 
anterior, y después de un día de recuperación tras la operación, el agua de bebida 
convencional fue sustituida por agua con TAA disuelta a la dosis de 0,05%.  
Grupo control: Como animales control se usaron ratas del mismo sexo, edad y 
peso, que recibían agua de bebida convencional.  
Grupo “sham”: Las ratas “sham” para el grupo BDL se obtuvieron tras localizar 
y disecar el conducto biliar, y cerrar de igual forma la cavidad torácica.  
En todos los casos, al final del periodo experimental los animales fueron 
anestesiados con pentobarbital sódico (i.p., 50 mg/Kg p.c.) y se recogió de cada uno: 
§ sangre de la vena cava, para realizar determinaciones analíticas en suero. 
§ el hígado, que tras lavarse con solución salina, y secar ligeramente, se pesaba y se 
separaban muestras para colocar inmediatamente en RNAlater® (para conservar y 
posteriormente extraer ARN total), o congelar en nitrógeno líquido (para procesarlas 
para Western blot, para inmunofluorescencia, o para realizar estudios histológicos). 
Las muestras de tejidos se almacenaron a -80ºC hasta el momento de su utilización. 
 
3.4.2. Experimentos in vivo de captación de FITC-GC en ratas con CGC 
Para evaluar la capacidad de las células colangiolares tumorales de captar 
derivados de ácidos biliares se utilizó un ácido biliar fluorescente exógeno, el FITC-






Elisa Lozano Esteban 
isotiocianato de fluoresceína (FITC) siguiendo el método descrito por Sherman y 
Fisher (Sherman et al., 1986).  
Tras anestesiar al animal con pentobarbital (i.p., 50 mg/kg p.c.), se iniciaba el 
procedimiento quirúrgico con la inserción de un catéter en la vena yugular izquierda.  
Al finalizar la infusión de FITC-GC, se realizaba una laparotomía ventral media y 
se procedía a recoger muestras de tejido hepático que se congelaron inmediatamente 
en N2 líquido y se almacenaron a -80ºC hasta su utilización. 
 
3.4.3. Estudios in vivo de captación de derivados de platino en CGC de rata 
 
Para evaluar la capacidad de las células colangiolares tumorales de captar el 
derivado citostático Bamet-UD2 se utilizaron ratas Wistar que habían desarrollado 
tumores tras una administración de TAA al 0,05% durante 36-40 semanas (como se 
describe en el apartado 3.4.1).  
 
Los animales recibieron dos dosis de 10 nmol/g p.c. de Bamet-UD2 o de 
cisplatino, por vía intraperitoneal los días 0 y 4 como se muestra esquemáticamente en 
la figura MM-1. Un día después de la segunda dosis de Bamet-UD2 o cisplatino, los 
animales fueron sacrificados, y se recogieron muestras de tejido tumoral y no tumoral, 
que se procesaron para determinar la cantidad de Pt incorporada mediante 
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Figura MM-1: Esquema temporal de la administración de Bamet-UD2 o cisplatino a ratas con desarrollo 
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3.4.4. Estudios de capacidad tumorigénica en ratones nude 
Para comprobar la capacidad tumorigénica de las líneas celulares obtenidas 
como parte de esta Tesis Doctoral (apartado 4.2.3) se utilizaron ratones nude atímicos, 
que recibieron una inyección subcutánea en el dorso de 5x106 células en 250 µl de 
solución salina estéril. Diariamente se hizo un seguimiento del estado general de los 
animales y de la evolución del volumen tumoral.  
 
3.5. CULTIVOS CELULARES 
Los medios de cultivo utilizados para cada tipo celular fueron los siguientes: 
§ LS174T, Alexander, SK-Hep-1, Caco-2, HEK293, y NT-92: MEM suplementado con 
2,2 g/l de bicarbonato sódico y 110 mg/l de piruvato sódico. La sublínea resistente al 
cisplatino LS174T/R se creció en presencia de 10 µM de este fármaco. 
 
§ REUSAL-C44 y REUSAL-C49: Williams suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato 
sódico, 2,38 g/l de Hepes, 17,3 µg/l de Na2SeO3, 0,117 mg/l de dexametasona, 0,6 
mg/l de insulina, 0,061 mg/l de etanolamina, 0,03 mg/l de EGF, 5 mg/l de transferrina, 
5 g/l de ácido linoleico y 0,5 g/l de albúmina, 1,2 g/l de nicotinamida, 2 g/l de galactosa, 
y 100 mg/l de ornitina. 
 
§ TFK1: RPMI 1640 con GlutaMAXTM-I. 
 
§ EGI-1: DMEM suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato sódico, 2,38 g/l de Hepes, y 
un 1% del cocktail comercial de aminoácidos no esenciales. 
 
§ BeWo: F-12K suplementado con 293 mg/l de L-glutamina y 2,2 g/l de bicarbonato 
sódico. 
 
§ JAr: RPMI 1640 suplementado con 293 mg/l de L-glutamina, 2,2 g/l de bicarbonato 
sódico, 4,5 g/l de glucosa, 2,38 g/l de Hepes y 110 mg/l de piruvato sódico. 
 
§ WIF-B9/R (sublínea celular resistente al cisplatino): F12 Coon´s Modification 
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aminopterina 0,037 µM, timidina 16 µM); además las células se crecían en presencia 
de una concentración 10 µM de cisplatino. 
 
§ COR-L23: RPMI 1640 con GlutaMAXTM-I suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato 
sódico. La sublínea resistente COR-L23/R se creció en presencia de 0,2 µg/ml 
doxorrubicina. 
A todos los medios se les añadió FBS inactivado al 10% (v/v), salvo a las células 
WIF-B9/R que llevaban FBS no inactivado al 5% (v/v). La inactivación del suero se 
realizó a 56ºC durante 30 min.  
También se añadió una mezcla de antibióticos y antimicóticos al 1% que 
contenía: penicilina (20 U/ml), estreptomicina (0,02 mg/ml) y anfotericina B (0,05 
µg/ml); excepto a las líneas de CGC tanto humanas (TFK1, EGI-1) como de rata 
(NT92, REUSAL-C44 y REUSAL-C49) a las que se le añadía una mezcla de penicilina 
y estreptomicina (sin el antimicótico). 
Tanto al recibir las células como al recuperarlas del N2 líquido en el que se 
almacenaban la descongelación de los criotubos se hizo en condiciones de esterilidad 
en baño maría a 37ºC. Una vez descongeladas, se centrifugaron a 250 xg durante 10 
min. El precipitado se resuspendió en el medio de cultivo correspondiente y se pasó a 
frascos Roux que se introdujeron en la estufa a 37ºC, en atmósfera del 5% de CO2 en 
aire y humedad relativa del 80%. 
El crecimiento de las células se produjo tras la adhesión a la superficie de la 
placa. Cuando se llegaba a confluencia del cultivo se realizaba una tripsinización 
(0,25% de tripsina y 20 mM de EDTA en PBS) y se recogían sobre medio de cultivo 
por aspiración, para desprender las células de la placa de cultivo, y así, poder realizar 
los pases, sembrar las placas para los distintos tipos de experimentos o bien congelar 
alícuotas para su almacenamiento. 
3.5.1. Cultivo de células para estudios de expresión génica 
Para determinar la expresión de diversos genes en las distintas líneas celulares 
empleadas durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, las células se sembraron en 
placas de 6 pocillos en un volumen final de 2 ml/pocillo a una densidad celular 
adecuada en función de la línea celular. A las 48 h de la siembra, las células se 
recogían y se procesaban para la obtención del ARN total (apartado 3.8.1) o proteínas 
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3.5.2. Cultivo de células para estudios de funcionalidad de proteínas 
transportadoras 
Para determinar la funcionalidad de las bombas exportadoras ABC mediante 
citometría de flujo, las células se sembraron en frascos Roux de 25 cm2 en un volumen 
de 5 ml de medio y a una densidad variable en función del tipo celular. Tras 48 h en 
cultivo se recogieron y se procesaron según el protocolo recogido en el apartado 3.14. 
3.5.3. Estudios de viabilidad celular 
Para evaluar el efecto de agentes citostáticos en las distintas líneas celulares 
empleadas en esta Tesis Doctoral, las células se sembraron en placas de 96 pocillos a 
la densidad adecuada en función de la línea celular. A las 24 h se añadían los agentes 
citostáticos, que se incubaban con las células un tiempo variable dependiendo del tipo 
de experimento, y tras 72 h se realizaba el test de formazán (apartado 3.18.5). 
3.5.4. Transfección con lípidos catiónicos 
La adquisición del transgén de interés por parte de una célula puede ser 
transitoria o estable. En el primer caso, el plásmido recombinante es 
extracromosómico y se pierde durante la división, mientras que en el segundo caso se 
integra en el genoma de la célula y se replica en cada división celular. El modelo 
experimental utilizado en este trabajo fue el de transfección transitoria de líneas 
celulares con “LipofectamineTM LTX Reagent” y “PlusTM Reagent”. 
Tabla MM-1. Cantidades de los reactivos requeridas para la transfección de las distintas líneas celulares. 














Alexander 96 100 20 0,1 0,4 100 4 
 24 500 100 0,5 2 500 4 
SK-Hep1 96 100 20 0,1 0,2 100 2 
 24 500 100 0,5 1 500 2 
TFK1 96 100 20 0,1 0,3 100 3 
 24 500 100 0,5 1,5 500 3 
REUSAL-C49 96 100 20 0,1 0,4 100 4 
 24 500 100 0,5 2 500 4 
 
Previamente, en nuestro laboratorio se determinaron las condiciones óptimas 
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lípido catiónico Lipofectamina LTX y un plásmido que contenía el gen de luciferasa de 
luciérnaga pGL4.10-[Luc2], siendo las mezclas lípidos/ADN con las que se conseguía 
la mayor eficacia de transfección y menor toxicidad sobre las células, las que se 
indican en la tabla MM-1.  
3.5.4.1. Transfección transitoria para estudios de captación 
Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 75.000 
células Alexander/pocillo, 100.000 células SK-Hep-1/pocillo y 125.000 células 
TFK1/pocillo en un volumen de 500 µl, y se transfectaron 24 h después, tiempo 
suficiente para que el cultivo alcanzase la subconfluencia. Como se indica en la tabla 
MM-1, la mezcla con la que se conseguía mayor eficacia de transfección y menor 
toxicidad celular en todos los casos contenía 500 ng de plásmido, diluido con 100 µl 
medio Opti-MEM, y 0,5 µl de reactivo Plus, que se une a las moléculas de ADN 
favoreciendo la posterior formación de liposomas. Para ello se dejaban 5 min en 
incubación a temperatura ambiente, y tras ese tiempo se añadía la cantidad óptima de 
lipofectamina LTX para cada línea celular. 
3.5.4.2. Transfección transitoria para estudios de viabilidad celular 
Las células se sembraron en placas de 96 pocillos, a una densidad de 5.500 
células Alexander/pocillo, 7.500 células SK-Hep-1/pocillo, 8.500 células REUSAL-C49/ 
pocillo, o 10.000 células TFK-1/pocillo, en un volumen de 100 µl y se transfectaban 24 
h después, cuando habían alcanzado la subconfluencia. Para cada pocillo se realizaba 
la siguiente mezcla para la transfección: 100 ng de plásmido diluido en 20 µl de medio 
Opti-MEM y 0,1 µl de reactivo Plus, la mezcla se dejaba 5 min en incubación y a 
continuación se añadía la cantidad adecuada de lipofectamina LTX (Tabla MM-1). 
En ambos casos, tras añadir la lipofectamina correspondiente a la mezcla para la 
transfección, se incubaba la mezcla de todos los reactivos a temperatura ambiente 
durante 30 min para que se formaran los liposomas, antes de añadirlos al cultivo. Al 
día siguiente tras la transfección se sustituía el medio con los complejos lípido-ADN 
por medio de cultivo fresco. 
3.5.4.3. Transfección transitoria para estudios de localización subcelular de 
variantes de OCT1 por inmunofluorescencia 
Para los estudios de localización subcelular de variantes de OCT1 se utilizaron 
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la misma densidad y con las mismas condiciones para la transfección que las 
detalladas en el apartado 3.5.4.1 para llevar a cabo los ensayos de captación. La 
inmunofluorescencia se llevaba a cabo dos días tras la transfección. 
Los protocolos experimentales realizados tras la transfección se resumen 
esquemáticamente en la Figura MM-2. 
24	  h 48	  h0	  h 72	  h
S












C	  =	  Experimento	  de	  captación
A	  =	  Adición	  del	  citostático
R	  =	  Retirada	  del	  citostático
V	  =	  Viabilidad	  celular
Flecha	  =	  Transfección











Figura MM-2: Esquema temporal de los experimentos con células transfectadas transitoriamente. A. 
Estudio de la localización subcelular de variantes de OCT1 por inmunofluorescencia. B. Estudios de 
actividad transportadora de las variantes de OCT1 mediante ensayo de captación de [14C]-TEA, o 
captación de derivados de platino en células transfectadas con OCT1 o Asbt. C. Experimentos de 
sensibilidad al sorafenib con las distintas variantes de OCT1. D. Experimentos de sensibilidad a distintos 
compuestos según el tiempo de exposición. 
 
3.6. AISLAMIENTO DE CÉLULAS HEPÁTICAS DE RATA 
Para el aislamiento de hepatocitos se utilizaron ratas macho control, con un peso 
aproximado de 200 g, y para el aislamiento de colangiocitos tumorales se utilizaron 
ratas que habían desarrollado CGC tras haber recibido tratamiento con TAA a la dosis 
de 0,05% (p/v) durante 40 semanas. Todos los animales se mantuvieron en ayunas 
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En ambos casos se realizó una adaptación del método de Berry (Berry et al., 
1969) con algunas modificaciones (Monte et al., 1999).  
El procedimiento quirúrgico fue común para el aislamiento de ambos tipos 
celulares y se iniciaba anestesiando al animal con pentobarbital (i.p., 50 mg/kg p.c.). 
Tras afeitar y desinfectar el campo operatorio con alcohol al 70%, se practicaba una 
laparotomía ventral media. A continuación, se colocaban varios hilos para realizar 
ligaduras en la vena gastroduodenal y la arteria hepática, así como en la vena porta y 
la vena cava inferior justo por encima de los pedículos renales. Se procedía entonces 
a la canulación de la vena porta, a través de la cual se iniciaba una pre-perfusión con 
PBS sin calcio (previamente gaseado con carbógeno y atemperado a 37ºC). 
Rápidamente, se daba un corte a la vena cava inferior a nivel abdominal y se cerraban 
todas las vías de salida excepto la vena cava inferior, en la que se insertaba una 
cánula a través de la aurícula derecha. Esta primera perfusión se mantenía, de 
manera no recirculante, durante 10 min, a una velocidad aproximada de 40 ml/min. 
El siguiente paso era la perfusión del hígado con la solución de colagenasa (0,5 
mg/ml) de manera recirculante durante 5-8 minutos (hasta que se observaba un 
cambio claro en la consistencia del hígado).  
A continuación, se extraía el hígado y se colocaba en un crisol con 10 ml de la 
solución de colagenasa (para el aislamiento de hepatocitos), o con una solución que 
además de colagenasa contenía hialuronidasa III (1 mg/ml), DNAsa (0,1 mg/ml) e 
inhibidor de tripsina de soja (0,1 mg/ml) (para el aislamiento de colangiocitos).  
En ambos casos, seguidamente se procedía a disgregar el tejido 
mecánicamente, y en el caso de los colangiocitos con agitación durante unos minutos. 
Seguidamente, se diluía con PBS con calcio hasta aproximadamente 200 ml y la 
suspensión resultante se pasaba por 2 mallas de diferente tamaño para retirar el tejido 
no disgregado.  
Para eliminar las células no parenquimales y las células muertas o dañadas se 
realizaban cuatro centrifugaciones a 43 xg durante 2 min a 4ºC. El precipitado 
resultante se resuspendía en PBS con calcio, excepto en la tercera centrifugación en 
la que se resuspendía en PBS con calcio y albúmina. La última centrifugación se hacía 
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Para el recuento de las células se utilizó una cámara de Thoma y se diluyeron 
con azul de tripán para determinar el porcentaje de células vivas (no teñidas) y 
muertas (de color azul intenso) y conocer la viabilidad de la preparación. 
A continuación, se sembraron las células en placas recubiertas de colágeno tipo 
I con medio de anclaje y se incubaron a 37ºC, durante 90 min, para permitir la 
adhesión de las células a las placas. Transcurrido ese tiempo se retiraba el medio de 
anclaje (junto con las células no viables que no se hubiesen pegado) y se sustituía por 
medio de cultivo (con una composición igual al medio de anclaje pero enriquecido con 
EGF, etanolamina, transferrina, ácido linoleico, albúmina, nicotinamida, ornitina y 
FBS).  
En el caso del aislamiento de hepatocitos los experimentos se iniciaban 
inmediatamente tras el anclaje de las células y finalizaban transcurridas 24 h del 
cultivo, para evitar la desdiferenciación hepatocitaria. 
En el caso del aislamiento de colangiocitos, las células obtenidas fueron 
sometidas a una doble selección clonal (mediante dilución límite) para generar un 
cultivo monoclonal. La obtención y caracterización de estas líneas celulares se llevó a 
cabo como parte del trabajo de esta Tesis Doctoral, y se describe en el apartado 4.2.3 
de Resultados/Discusión. 
3.7. EXPERIMENTOS DE CAPTACIÓN EN LÍNEAS CELULARES 
Soluciones utilizadas: 
§ Medios de preincubación (MP) y de captación (MC), pH 7,4: NaCl 96 mM, KCl 5,3 
mM, KH2PO4 1,1 mM, MgSO4 0,8 mM, CaCl2 1,8 mM, D-glucosa 11 mM, y HEPES 
50 mM.  
 
§ Medio Lowry: NaOH 100 mM y Na2CO3 189 mM. 
 
3.7.1. Experimentos de captación de [3H]-TCA 
 
Los experimentos de captación de [3H]-TCA se realizaron siguiendo un protocolo 
puesto a punto previamente en nuestro grupo de investigación (Marin et al., 2003). Las 
células se sembraron en placas de 3,5 cm de diámetro, a una densidad de 8x105 
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que se alcanzara la semiconfluencia. En el caso de células transfectadas con Asbt, el 
experimento tenía lugar a los 2 días de la transfección. 
Las células se preincubaron a 37ºC durante 30 min con MP, tras ese tiempo se 
añadió 1 ml de MC, con [3H]-TCA a una concentración final de 5 µM y cada placa se 
dejó en incubación a 37ºC durante 60 min. En algunos experimentos se estudió la 
evolución temporal de la captación, incubando las placas un tiempo variable entre 1 y 
60 min. 
Terminado el tiempo de incubación las placas se colocaron sobre hielo, se aspiró 
el medio y se realizaron 4 lavados con 1 ml de MC frío para parar la captación. 
Finalmente, se añadió 1 ml de medio Lowry y se dejó durante al menos 2 h a 
temperatura ambiente para despegar y digerir las células. Las placas se raspaban con 
una espátula para obtener el lisado celular y se tomaba una alícuota para determinar 
proteínas (apartado 3.18.4), y otra para determinar la radioactividad (apartado 3.18.6). 
En todos los experimentos se determinó además, la captación celular a 4ºC y 
tiempo 0, para lo cual las placas con las células en cultivo se mantuvieron sobre hielo 
e inmediatamente después de añadir el [3H]-TCA se realizaban los lavados con MC 
frío y se añadía Lowry. Como “blancos” se utilizaron lisados de células procesadas del 
mismo modo, pero a las que no se les añadió el ácido biliar radiactivo. 
 
3.7.2. Experimentos de captación de [14C]-TEA  
 
Para estos estudios se utilizaron células Alexander, SK-Hep-1 y TFK1 
transfectadas con OCT1 silvestre o con las distintas SNPs como se detalla en el 
apartado 3.5.4.1.  
El experimento de captación se iniciaba 24 h tras la transfección de las células. 
Tras 30 min de preincubación con MP se añadían 250 µl de MC con [14C]-TEA a una 
concentración de 50 µM para las células Alexander, o 150 µM en el caso de las células 
Sk-Hep-1 y TFK1, en presencia o no de 250 µM de quinina (un inhibidor de OCT1), las 
placas se dejaban en incubación a 37ºC durante 1 h.  
Además, algunos pocillos con células se incubaron sin el compuesto radioactivo, 
las cuales se utilizaron como blanco de captación.  
La captación se paraba con MP frío y los lavados se repitieron 4 veces. Igual que 
en el caso anterior las células se lisaban con Lowry y se dejaban en incubación a 
temperatura ambiente. Tras raspar cada pocillo con una espátula el lisado celular se 
recogía y se utilizaba para determinar proteínas (apartado 3.18.4) y para determinar la 
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3.7.3. Experimentos de captación de derivados de platino en células Alexander 
 
Al igual que en los casos anteriores el experimento se iniciaba 24 h despúes de 
la transfección de las células con OCT1 o Asbt, según el caso. Tras 30 min de 
preincubación con MP se añadían 250 µl de MC con 50 µM de Bamet-UD2 o cisplatino 
que se incubaron a 37ºC durante 1 h. Además, algunos pocillos se incubaron en 
ausencia de Bamet-UD2 y cisplatino, para utilizarlos como blancos de captación. 
La captación se paraba con MC frío y los lavados se repetían 4 veces. Para 
finalizar las células se lisaban con SDS al 1%, se dejaban en incubación a temperatura 
ambiente y se raspaba cada pocillo con una espátula. El lisado resultante se utilizaba 
para determinar contenido de Pt por espectrometría de absorción atómica (apartado 
3.18.10) y para valorar proteínas (apartado 3.18.4). 
3.8. ANÁLISIS DE LOS NIVELES DE ARNm POR RT-PCR CUANTITATIVA 
Para determinar los niveles de expresión de genes se utilizó una variante de la 
técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986), la PCR 
cuantitativa a tiempo real. La PCR cuantitativa se llevó a cabo utilizando como sistema 
de detección SYBR Green I (componente de la mezcla de reacción “SYBR Green PCR 
Master Mix”) o sondas Taqman® según el caso. 
3.8.1 Extracción del ARN total 
Para extraer el ARN total a partir de homogeneizados de tejido o de extractos 
celulares, se utilizó el kit comercial “illustraRNAspin Mini RNA Isolation Kit” (GE 
Healthcare), siguiendo las instrucciones del proveedor. Se utilizaron aproximadamente 
30 mg de tejido ó 5x106 células. El ARN total purificado se cuantificaba 
fluorimétricamente utilizando el método de RiboGreen (apartado 3.18.3).  
La integridad del ARN extraído se comprobó mediante la visualización de las 
bandas del ARNr 18S y 28S, tras ser sometido a electroforesis en gel de agarosa 
desnaturalizante al 1% (apartado 3.9.2.1). Se consideró que el ARN extraído no se 
había degradado si eran visibles, de forma nítida y localizada, las bandas 
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3.8.2. Transcripción reversa (RT) 
Para sintetizar el ADNc para utilizar como molde en la PCR se realizó una RT de 
2 µg de ARN total, utilizando la mezcla de reactivos “SuperScript® VILO™ cDNA 
Synthesis Kit” (Invitrogen).  
3.8.3. Diseño de cebadores 
Tabla MM-2. Cebadores utilizados para cuantificar los niveles de expresión de genes de rata por RT-PCR 
cuantitativa. 
Proteína Gen “Primer” Forward  
(5’à3’) 















TCAGTTTGGAATCATGCCTCTCA ACAGGAATAACAAGCGCAACCA 306 NM_017222 
Bax-α Bax-α ATGGAGCTGCAGAGGATGATT TGAAGTTGCCATCAGCAAACA 97 NM_017059 
Bcl2 Bcl2 TGGGATGCCTTTGTGGAACT TCTTCAGAGACTGCCAGGAGAAA 73 U34964 
Bcrp Abcg2 TTATGTGGTTCAAGATGACGTTGTG TTCCAACCTTGGAATCTGCTACTT
T 173 NM_181381 
CD163 Cd163 GTGCTGGGTCTCCCGGTT TTCCTTCCTTCAGGAGCCTGAGT 109 NM_00110788
7 





CTGGGAAGGCCTGTGGATGAA GAGCACCCACGATGATGCTGAT 140 NM_00101202
2 
Fxr Nr1h4 TGTTGGCTGAATGTTTGTTAACTGA CATAGCTTGGTCGTGGAGGTC 142 NM_021745 
Gst α Gst α GCCACGATTCTCGCTAGACAGTGA ACTTCTCATCAAACTCCACTCCTGCT 139 NM_017013 
Gst pi Gstp1 GCAGCAGCTATGCCACCGTA TGCCCATACAGACAAGTGGACTTG
A 164 NM_012577 
IL-6 Il6 AGACTTCCAGCCAGTTGCCT GGCAGTGGCTGTCAACAACA 52 NM_012589 
Mdr1 Abcb1b ATGGGCTCCTGGGACACAAT ACCCCATGGCTGGAACA 100 NM_012623 
Mrp1 Abcc1 ATCCGCTCTGGGATTGGAAT AGAGGTAGAAACAAGGCACCCA 102 NM_022281 
Mrp2 Abcc2 TTCTACCTTGCCAAGCAGGTGTT AGCCATGTGCACAGGTAGAGGAT
T 146 NM_012833 
Mrp3 Abcc3 AAGGAGTCTTGCAACATGCAAAT CAAGGAGCTCATCTCTCTCATGAA 134 NM_080581 
Neu c-erbB2 TGTCAGATCTTGACTGGCACCATCT GCAGGCCAGGCAGTCAGAA 132 AY116182 
Ntcp Slc10a
1 




CTACTGCCCTGTTCAAGGCC ATTGTATCTCTCAGGATTCCGAGG 69 L19031 
Oatp2 Slco1a
2 
TGCGGAGATGAAGCTTACC TCCTCCGTCACTTTCGACCTT 69 U88036 
Oatp4 Slco1b
2 
AGACGTTCCCATCACAACCAC GCCTCTGCAGCTTTCCTTGA 68 AJ271682 
Oct1 Slc22a
1 
CATTGCAGACAGGTTTGGCCGTAA GCAGGCGAAAGAGCAACATGG 119 NM_012697 
Ost-α Osta GCTGCCCACCCCTCATACTT GATGCCATCAGGAATGAGAAACA 122 XM_221376 
Ost-β Ostb AGAAACCAGGGCCGCTCTA TCCTTCTGCACTGTGGTCCAT 104 XM_238546 
Tgr5 Gpbar
1 
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Los cebadores o “primers” específicos para el ADNc de cada una de las 
proteínas a estudiar se diseñaron con con el programa OligoAnalizer 3.1 
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligoanalyzer) (Integrated DNA 
Technologies, Coralville, EE.UU.). Su especificidad se chequeó con el programa 
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Los cebadores se diseñaron, siempre que fue 
posible, a caballo entre dos exones codificantes utilizando como secuencia de 
referencia la secuencia del ARNm publicada en la base de datos GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) específica para cada gen. Una vez 
diseñados, los cebadores fueron suministrados liofilizados por las casas comerciales. 
Antes de su uso, se reconstituyeron en agua bidestilada y se valoraron por 
espectrofotometría UV a una longitud de onda de 260 nm. 
En las Tablas MM-2 y MM-3 se recogen las secuencias de nucleótidos de los 
cebadores utilizados para la cuantificación relativa de la abundancia del ARNm de las 
diferentes proteínas estudiadas en este trabajo de Tesis Doctoral. 
 
Tabla MM-3. Cebadores utilizados para cuantificar los niveles de expresión de genes humanos por RT-
PCR cuantitativa. 
Proteína Gen Cebador Forward  (5’à3’) 






ASBT SLC10A2 GGAATCATGCCCCTCACAGGATTCAT GCTGACGCTCAGGTCCATGT 156 NM_000452 
BCRP ABCG2 CCCAGGCCTCTATAGCTCAGATCATT CACGGCTGAAACACTGCTGAAACA 83 NM_004827 
GAPDH GAPDH TGAGCCCGCAGCCTCC TACGACCAAATCCGTTGACTCC 138 NM_002046 
MDR1 ABCB1B GCGCGAGGTCGGAATGGAT CCATGGATGATGGCAGCCAAAGTT 198 NM_000927 
MRP1 ABCC1 CCGCTCTGGGACTGGAATGT GTGTCATCTGAATGTAGCCTCGGT 166 NM_004996 
MRP2 ABCC2 TGAAGAGGAAGCCACAGTCCATGA TTCAGATGCCTGCCATTGGACCTA 171 NM_000392 
MRP3 ABCC3 CCAAGTTCTGGGACTCCAACCTG ATGATGTAGCCACGACAATGGTGC 160 NM_003786 
OCT1 SLC22A1 TGCAGACAGGTTTGGCCGT GCCCGAGCCAACAAATTCTGTGAT 187 NM_003057 
OSTα OSTA TTCCAGGTTCTCCTCATCCTGAC CAATTCATCACTTGAGACCTGGTTTT 122 NM_152672 
OSTβ OSTB TGGCAGCTGTGGTGGTCATT TGGTGGCTGCATCGTTTCTT 83 NM_178859 
 
3.8.4. Realización de la PCR cuantitativa 
Las condiciones de temperatura para la PCR fueron las mismas en todos los 
casos. Las muestras se incubaron primero 2 min a 50ºC, seguidos de 10 min a 95ºC, y 
por último, se sometieron a 40 ciclos de 15 s a 95ºC y de 1 min a 60ºC. 
La abundancia del ADN problema se corrigió por la del normalizador, GAPDH 
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realizaron siempre por duplicado y se incluyeron blancos de reacción, es decir, tubos 
en los que se sustituyó el ADNc por agua ultrapura. 
3.8.5. Cuantificación relativa 
La cuantificación relativa se basa en el método de comparación de Ct. Se utiliza 
un control endógeno como elemento normalizador, de forma que, la relación entre el 
Ct del gen diana y el Ct del gen control endógeno, resulta un valor de Ct normalizado 
del gen diana. Este valor sirve para normalizar la cantidad de ADN añadido a la 
reacción y corregir variaciones en la cantidad de ARN de partida en la muestra. Para 
poder llevar a cabo este método y comparar los resultados, es necesario designar una 
muestra como calibrador, que es una muestra que sirve como base para comparar los 
resultados, es decir, a la que se le otorga el valor 1 de expresión. La cantidad de 
diana, normalizada frente al control endógeno, y relativa al calibrador/muestra control, 
viene dada por: 
2-∆∆Ct 
Para conseguir este valor es necesario realizar los siguientes cálculos:  
§ Calcular el Ct promedio de cada muestra para cada una de las dianas y del control 
endógeno (en cada placa se dispone de cada muestra por duplicado).  
§ Calcular ΔCt como Ct diana-Ct control endógeno.  
§ Calcular ΔΔCt como ΔCt muestra-ΔCt calibrador/muestra control. 
3.8.6. Tarjetas microfluídicas  
Las tarjetas microfluídicas (“Microfluidic Cards” o “TaqMan Low Density Arrays”, 
TLDA) son placas de 384 pocillos, que permiten realizar 384 reacciones de PCR al 
mismo tiempo, ya que cada pocillo de la placa contiene liofilizada la sonda Taqman 
para el gen de interés. Existen varios formatos de TLDAs, que permiten analizar la 
expresión de entre 12 y 384 genes diferentes. Las TLDAs utilizadas fueron del formato 
de 96, así en cada TLDA se cargaban dos muestras por duplicado, de manera que 
para cada muestra se analizaban 93 genes de interés más los controles endógenos 
ARNr 18S, GAPDH, y β-actina. 
Las TLDAs se pueden diseñar a medida en función de las necesidades que 
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el volumen de ADNc que se utiliza para cada reacción de PCR es mucho menor que el 
necesario para la PCR convencional en tubos, además es un método sensible, fiable, 
más barato que si se compran todas las sondas por separado y, sobre todo, muy 
rápido. 
Para cargar la TLDA se mezclaba cada uno de los ADNc obtenidos en la 
reacción de RT (100 ng/puerto) con la Taqman Master Mix, y se cargaba la muestra en 
cada uno de los 8 puertos de la TLDA, después se centrifugaba la placa dos veces a 
300 xg durante 1 min cada vez, finalmente se sellaba y se desencadenaba la reacción 
de PCR en el aparato ABI Prism 7900HT Sequence Detection System. 
 
Para analizar los resultados, se llevó a cabo una cuantificación relativa como se 
describe en el apartado 3.8.5. Para normalizar los valores de Ct de los genes diana se 
utilizaron los genes GAPDH, β-actina y ARNr 18S como controles endógenos (la 
media de sus valores de ΔCt). Para el análisis estadístico se usó el algoritmo SAM 
(Significance Analysis of Microarray). 
3.9. MÉTODOS GENERALES DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
3.9.1. PCR de alta fidelidad 
La PCR de alta fidelidad se llevó a cabo con el kit “AccuPrime Pfx SuperMix”, 
que contenía la ADN polimerasa Pfx de alta fidelidad, MgCl2 y desoxinucleótidos 
trifosfato, disueltos en una solución tampón, más los “primers” a una concentración 
final de 200 nM y el ADN molde. Una vez preparada la mezcla de reacción, los tubos 
se incubaron a 95°C durante 5 min; más 40 ciclos de 95°C 15 s, 58°C 30 s y 68°C 
durante un tiempo variable (1 min por cada kb del amplicón); y un ciclo final de 
extensión a 68°C durante 10 min. En algunos casos se utilizó un gradiente de 
temperatura de anillamiento. 
3.9.2.  Electroforesis en gel de agarosa 
3.9.2.1. Geles de agarosa desnaturalizantes 
Para la preparación del gel se utilizó agarosa al 1% (p/v) con tampón MOPS 10x 
(10% v/v) y el formaldehído al 37% (18% v/v). La electroforesis se llevó a cabo en 
presencia de tampón MOPS 1x. Las muestras y el marcador de tamaños moleculares 
de ARN (0,5-10 kb) se mezclaron con un volumen de solución de carga 
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0,025% (p/v), AEDT 18 mM y SDS 0,025% (p/v)) que contenía bromuro de etidio al 
0,008% y se calentaron a 75ºC durante 10 min.  
3.9.2.2. Geles de agarosa no desnaturalizantes 
Para la preparación del gel se utilizó agarosa disuelta en TAE 1x al 1 ó 2,5% 
(p/v), en función de los tamaños moleculares de las muestras a analizar. Se añadía 
reactivo SYBR Safe hasta conseguir una concentración 1/10.000 (v/v). El gel se 
colocaba en la cubeta de electroforesis con tampón TAE. Las muestras se mezclaron 
con 0,1 volúmenes de solución de carga (sacarosa 40% (p/v), azul de bromofenol 0,25 
% (p/v) y xileno cianol 0,25 % (p/v)) antes de depositarlas en el gel. Como patrón de 
tamaños moleculares de ADN se emplearon los estándares de 25 pb, 100 pb, 500 pb ó 
1 kb plus, según los casos. El gel se visualizaba en el equipo de análisis de imagen 
LAS-4000. 
3.9.3. Métodos de clonación 
3.9.3.1. Clonación por recombinación Gateway 
A. Fundamento 
Es una tecnología de clonación altamente eficaz para clonar de manera 
direccional fragmentos de ADN (Hartley et al., 2000). Está basada en el sistema de 
recombinación del fago lambda y permite la transferencia de fragmentos de ADN entre 
diferentes vectores manteniendo la orientación y la secuencia de lectura con respecto 
a los tripletes. Las reacciones de recombinación Gateway son versiones in vitro de las 
reacciones de integración y escisión del fago lambda. Es un método de clonación más 
rápido y eficaz que los procedimientos tradicionales que requieren reacciones de 
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Producto de PCR 
flanqueado por sitios attB Vector Donador Producto Secundario
Clon de Entrada 
(``Entry´´) Vector de Destino Clon de Expresión Producto Secundario




La reacción BP (Figura MM-3) es aquella en la que un fragmento de ADN, 
flanqueado por sitios attB, reacciona con un vector donador (pDONR), con sitios attP, 
para dar lugar a un vector denominado “Entry”, con sitios attL, y un producto 
secundario con sitios attR. Los sitios att confieren direccionalidad y especificidad a la 
reacción (Hartley et al., 2000). 
La reacción LR (Figura MM-4) es aquella en la que un vector “Entry”, con el ADN 
de interés fl nqueado por sitios attL, reacciona con un vector de destino, con sitios 
attR, para dar lugar a un vector útil par  ser empleado en el sistema de expresión 




Figura MM-4. Esquema de la reacción de recombinación LR. 
El gen ccdB, que contienen algunos productos intermedios, impide el crecimiento 
de las bacterias que posean un vector donador o de destino no recombinado, o un 
producto secundario. El producto del gen ccdB interfiere con la girasa bacteriana, 
impidiendo la proliferación de las colonias que contienen estos vectores, que se 
desean eliminar del proceso de selección. La propagación y amplificación de los 
vectores que contienen el gen ccdB se llevaron a cabo en la cepa de bacterias “One 
Shot ccdB Survival T1-R”, resistente a la acción tóxica del producto de este gen. 
B. Adición de adaptadores attB al ADNc de interés por PCR de alta fidelidad 
Los oligonucleótidos utilizados para amplificar la ORF (del inglés “Open Reading 
Frame”) del OCT1 silvestre (gen SLC22A1) (Tabla MM-4) y para añadir los 
adaptadores attB en los extremos se diseñaron en base a la secuencia NM_003057 de 
la base de datos GenBank. La secuencia de los adaptadores attB se muestra en la 
Tabla MM-5. 
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“Primers” Posición  (pb) 
Condiciones  
para la PCR 






5 min, 95ºC 
15 seg, 95ºC 
 30 seg, 58ºC      
2 min 68ºC 
10 min, 68ºC 
x 40 






Tabla MM-5. Secuencia de los adaptadores attB1 y attB2. 
Adaptador Secuencia (5´→  3´) 
attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGC 
attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTG 
La PCR se llevó a cabo con la enzima AccuPrime Pfx ADN polimerasa de alta 
fidelidad. Como ADN molde se utilizó ADNc extraído de hígado humano. Los 
productos obtenidos tras la PCR se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa y 
las bandas de los tamaños adecuados se purificaron por extracción del ADN el gel de 
agarosa. El ADNc correspondiente a la ORF de OCT1 se clonó en un plásmido 
pGEMT (Promega), con la enzima T4-ADN ligasa. 
C. Obtención del vector Entry mediante recombinación BP 
Partimos de los plásmidos pGEM-T que contenían la ORF de las variantes del 
OCT1 que habíamos obtenido por mutagénesis dirigida a partir del OCT1 silvestre 
(apartado 3.9.4). Cada plásmido contenía sitios attB1 y attB2 flanqueando la secuencia 
codificante del OCT1, que se subclonó en el vector pDONR221, con sitios attP1 y 
attP2, generándose en la reacción de recombinación un vector Entry. La reacción de 
recombinación se llevó a cabo con la enzima clonasa BP II. 
 
Se transformaron bacterias con el producto de reacción por choque térmico. Se 
sembraron en placas de medio LB con agar, suplementado con el antibiótico de 
selección correspondiente. Se crecieron algunas de las colonias en medio LB líquido 
suplementado con el antibiótico, de las que se extrajo el ADN plasmídico. La identidad 
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D. Obtención del vector de expresión mediante recombinación LR 
Los vectores Entry que contenían la ORF de las variantes del OCT1 se utilizaron 
para obtener los vectores de expresión al recombinarlos con los correspondientes 
vectores de destino pDEST para: 
§ el etiquetado con el epítopo antigénico V5 en el extremo C-terminal del OCT1 
(plásmido pcDNA6.2-V5-DEST) o en el extremo N-terminal (plásmido pcDNA3.1-V5-
DEST) en el caso de los vectores que contenían la ORF del OCT1 con un SNP que 
daba lugar a un codón de parada prematuro 
§ para la síntesis de ARNm (plásmido pcDNA3.1-Stop-DEST) 
§ para su expresión en células de mamífero (plásmido pcDNA3.1-Stop-DEST) 
La reacción se llevó a cabo con la enzima clonasa LR II. Se transformaron 
bacterias con el producto de reacción por choque térmico y se siguió el protocolo que 
se ha explicado en el apartado anterior. 
Los vectores de destino pcDNA3.1-Stop-DEST y pcDNA3.1-V5-DEST no están 
disponibles comercialmente y fueron obtenidos en nuestro laboratorio en el desarrollo 
de esta Tesis Doctoral. El plásmido pcDNA3.1-Stop-DEST fue obtenido por clonación 
de la región del pcDNA6.2-V5-DEST que contenía el gen ccdB y el gen de resistencia 
a cloranfenicol, flanqueada por los adaptadores attR1 y attR2, entre los sitios Acc65I y 
BglII del plásmido pcDNA3.1/Hygro(+). Este plásmido fue modificado para obtener el 
pcDNA3.1-V5-DEST por mutagénesis dirigida, siguiendo una estrategia similar a la 
detallada para la obtención de los plásmidos con las distintas variantes de OCT1, 
utilizando “primers” específicos que introducían la secuencia V5. 
3.9.4. Obtención de las variantes de OCT1 por mutagénesis dirigida 
Para la obtención de las distintas SNPs de OCT1 se siguió un método de 
mutagénesis dirigida por amplificación del plásmido completo (Laible et al., 2009) 
utilizando como molde el vector de expresión para el OCT1 silvestre. Los “primers” 
específicos para la mutagénesis se muestran en la Tabla MM-5. 
Los plásmidos que contenían la ORF de las variantes del OCT1 S14F, R61C, 
C88R, L160F, S189L, G220V, R287G, G401S y G465R, que se han utilizado en este 
trabajo de Tesis Doctoral, fueron obtenidos por este mismo método de mutagénesis 
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Tabla MM-6. Oligonucleótidos utilizados para la obtención de los plásmidos que contenían las 
variantes del OCT1 por mutagénesis dirigida.  









Fw, forward; Rv, reverse. 
 
 
3.9.5. Síntesis in vitro del ARNm de las variantes de OCT1 
 
Para la síntesis in vitro del ARNm del OCT1 silvestre y de algunas de sus 
variantes se empleó el kit comercial “mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra”, siguiendo las 
especificaciones del proveedor. Los plásmidos utilizados contenían la ORF del OCT1 
(silvestre o mutado) orientada correctamente para la transcripción in vitro a partir del 
promotor T7. 
El primer paso para la síntesis in vitro del ARNm a partir de ADN plasmídico fue 
la linealización del plásmido recombinante en el extremo 3’ de la secuencia 
codificante. De este modo se evitaba generar transcritos heterogéneos y 
extremadamente largos debido a la alta procesividad de la polimerasa del fago T7. La 
enzima de restricción utilizada para la linealización en todos los casos fue EcoRV. 
Tras purificar el material, se usó el ADN plasmídico linealizado para la síntesis in 
vitro del mensajero con caperuza de metil-GTP en 5’. Al finalizar la transcripción, se 
eliminó el ADN molde por tratamiento con ADNasa I. Para hacer más estable a los 
mensajeros y mejorar su tasa de traducción, el kit incorpora un último paso para la 
adicción de la cola de poli(A) utilizando una polimerasa poli(A) de E. coli y ATP. 
Para finalizar, el ARNm sintetizado se purificó y se cuantificó por el método del 
RiboGreen (apartado 3.18.3). Por último, el tamaño molecular de los productos de la 
transcripción in vitro se confirmó por electroforesis en un gel desnaturalizante al 1% 
(p/v) (apartado 3.9.2.1). 
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3.10. EXPERIMENTOS EN OOCITOS DE XENOPUS LAEVIS 
 
Para los estudios de funcionalidad del transportador humano OCT1 silvestre o 
mutado se utilizó el modelo de expresión heteróloga de proteínas en oocitos de rana 
Xenopus laevis. Previo a la realización de los experimentos, los oocitos se extrajeron y 
se seleccionaron para la microinyección del ARNm sintetizado in vitro de las isoformas 
de OCT1 objeto de estudio. 
 
3.10.1. Extracción y selección de los oocitos 
 
Las ranas se anestesiaron por inyección intramuscular de 0,1 ml de ketamina. El 
animal se colocó sobre hielo, y se abrió una pequeña incisión de aproximadamente 1 
cm en un lateral en la parte inferior del abdomen. Se extrajeron los racimos de oocitos 
con unas pinzas delgadas, se cortaron y se introdujeron en medio OR-2 (NaCl 82,5 
mM, HEPES 5 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 1 mM, Na2HPO4 1 mM, pH 7,8). Una vez 
finalizada la extracción, se cerró la incisión del abdomen con sutura continua en la 
capa muscular y con dos puntos individuales en “U” en la piel. 
 
Tras disgregar los oocitos y eliminar la gelatina folicular, se seleccionaron los 
que se encontraron en el estadio 6 de maduración con ausencia de deformaciones. 
Los oocitos sanos seleccionados se incubaron a 18ºC en medio Barth (NaCl 88 mM, 
HEPES 15 mM, NaHCO3 2,4 mM, KCl 1 mM, Ca(NO3)2 0,3 mM, CaCl2 0,41 mM, 
MgSO4 0,82 mM, gentamicina 50 mg/l, pH 7,6) hasta que se realizó la inyección del 
ARN. En la figura MM-5 se muestra una imagen de oocitos de X. laevis en distintos 
estadíos de maduración. 
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3.10.2. Microinyección del ARNm en los oocitos 
 
Los oocitos se inyectaron uno a uno utilizando microcapilares con el volumen 
necesario para conseguir en el interior del oocito la cantidad deseada de ARN cargado 
en el microinyector. El volumen de inyección se mantuvo constante entre los distintos 
grupos de oocitos y se ajustaron las diferencias de volumen con TE libre de ARNasas. 
Cada oocito fue inyectado con 9 ng de ARNm sintetizado in vitro. Tras la inyección los 
oocitos se incubaron en medio Barth durante 2 días, tiempo en el que según 
experimentos previos la expresión de las proteínas transportadoras fue óptima. 
 
3.10.3. Experimentos de captación en oocitos  
 
Antes de comenzar los experimentos, los oocitos se lavaron 3 veces con 
solución de captación sin sustrato y se separaron en grupos de 15 oocitos por 
condición experimental. A continuación, se retiraba la solución de captación con una 
micropipeta y se incubaba cada tubo con la solución que contenía el sustrato de 
estudio. 
 
3.10.3.1. Captación de [14C]-TEA en oocitos 
 
Una vez que se habían separado y lavado los oocitos, se incubaron con 100 µl 
de una solución con 500 µM del sustrato [14C]-TEA, cuya captación se quería 
determinar, con o sin 250 µM del inhibidor quinina, a 25ºC durante 1 h. La reacción se 
paraba lavando 4 veces con 4 ml de medio de captación (NaCl 100 mM, KCl 2 mM, 
CaCl2 1 mM, MgCl2 1 mM, HEPES 10 mM, pH 7,5) previamente enfriado en hielo. Para 
finalizar se separaban los oocitos y se colocaban individualmente en tubos de 
centelleo, añadiendo 200 µl de SDS al 10% a cada tubo para solubilizar los oocitos. A 
continuación se procedía a medir la radiactividad.  
En todos los casos un grupo de oocitos no inyectados con el ARNm del 
transportador se incubaron en paralelo y se utilizaron para determinar el transporte 
inespecífico.  
La captación neta se calculó como la diferencia del contenido celular de los oocitos 
que expresaban el transportador (OCT1 silvestre o mutado) menos el contenido 
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3.10.3.2. Captación de sorafenib en oocitos 
 
Los oocitos se incubaron con una solución de 50 µM de sorafenib ± 250 µM de 
quinina, a 25ºC durante 1 h. Se paraba la reacción lavando 4 veces con 4 ml de medio 
de captación frío. Para finalizar se separaban los oocitos y se colocaban 
individualmente en tubos de plástico, retirando cuidadosamente todo el volumen del 
medio de lavado, y se congelaban a -20ºC hasta que fueron procesados para el 
análisis de la captación por HPLC-MS-MS. 
 
Procesamiento de los oocitos para medida de sorafenib por HPLC-MS-MS 
 
A cada oocito se le añadían 100 µl de una solución de dexametasona 10 µM 
disuelta en metanol absoluto (que servía como control interno), después se sonicaban 
en un baño a 4°C durante 2 min a máxima potencia y se centrifugaban 5 min a 4°C a 
20.000 xg. Se recogían 90 µl del sobrenadante que se preparaban para el análisis en 
el HPLC-MS-MS (apartado 3.18.7). 
 
3.11. BÚSQUEDA DE VARIANTES GENÉTICAS DE OCT1 POR 
SECUENCIACIÓN 
Para analizar la presencia de mutaciones en la secuencia codificante  del gen 
SLC22A1 en biopsias hepáticas se realizaron los pasos que se detallan en los 
apartados siguientes: 
 
A. Obtención de ADNc del gen SLC22A1 
El ARN total extraído (apartado 3.8.1.) de las biopsias de HCC y CGC a analizar 
fue utilizado como molde para la RT (apartado 3.8.2.), tras la retro-transcripción se 
amplificó la ORF del gen SLC22A1 por PCR de alta fidelidad utilizando el kit 
“AccuPrime Pfx SuperMix” y “primers” específicos (hOCT1-FA1 y hOCT1-RA1) que se 
diseñaron en base a la secuencia NM_003057 de la base de datos GenBank. La 
secuencia de los “primers” y las condiciones específicas de la PCR se mostraron en la 
tabla MM-4. 
Se llevaron a cabo dos reacciones de PCR de alta fidelidad consecutivas para la 
obtención de material suficiente para una correcta secuenciación. Para ello, se 
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reacción de 25 µl, y como molde para la segunda PCR se usaron 5 µl del producto de 
la primera, y en este caso el volumen de reacción fue de 50 µl. Los productos 
obtenidos tras la PCR de alta fidelidad se visualizaron por electroforesis en gel de 
agarosa no desnaturalizante. 
B. Purificación en gel de agarosa 
El producto visualizado en gel de agarosa no desnaturalizante fue purificado con 
el kit “GFX PCR DNA & Gel Band Purification” y se valoró la concentración en el 
Nanodrop. Para descartar la presencia de mutaciones artificiales generadas en la PCR 
se secuenciaron productos de al menos dos PCR independientes. 
C. Secuenciación del producto obtenido 
La secuenciación de la ORF del OCT1 se realizó en el Servicio de 
Secuenciación de la Universidad de Salamanca con un secuenciador automático 
capilar ABI PRISM3100-Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para la secuenciación 
se utilizaron los “primers” específicos mostrados en la tabla MM-7. El análisis de los 
cromatogramas tras la electroforesis capilar se llevó a cabo con el programa 
informático FinchTV 1.4 (Geospiza, PerkinElmer, Seattle, EE.UU.).  
Tabla MM-7. “Primers” utilizados para la secuenciación de la ORF de OCT1. 
Secuencia (5’à3’) Posición (pb) Tipo de primer 
CATGAGCACGCCCGACA 684 Reverse 
GGTGGCTGTTATCACAAAAAAGAAACACTGAA 965 Forward 
GAAGGGCTCAGCTTTTCGGTGA 1103 Reverse 
GGAAGCGCACCTTCATCCTGAT 1136 Forward 
GAGTGATGGTGTGTTCCTCCCTG 1499 Forward 
CAGGTGCCCGAGGGTTCT 1769 Reverse 
   
 
3.12. BÚSQUEDA SELECTIVA DE VARIANTES INACTIVANTES DE OCT1 
POR PCR-Q 
En una primera etapa de nuestro estudio, la secuenciación de la ORF del OCT1 
obtenida a partir de muestras de HCC y CGC puso de manifiesto la presencia en 
dichos tumores de diferentes SNPs en el gen SLC22A1. La búsqueda selectiva de 
SNPs inactivantes en la secuencia del OCT1 en un grupo mayor de tumores se llevó a 
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 Figura MM-6. Esquema representativo de la posición de anillamiento de los “primers” utilizados para la 
detección de las mutaciones inactivantes del OCT1 en un fragmento de su secuencia codificante. En azul 
se representan los “primers” que reconocen la secuencia mutada.  
 
La PCR cuantitativa se llevó a cabo utilizando “primers” específicos a una 
concentración entre 50 nM y 500 nM. La secuencia y posición de los “primers” 
utilizados en la detección de cada SNP se muestran en la tabla MM-8 y en la figura 
MM-6, mientras que las combinaciones utilizadas de los mismos se muestran en la 
tabla MM-9. Los resultados fueron normalizados según la expresión del OCT1 
determinada con la combinación de “primers” Fw3/Rv9.  
Tabla MM-8. “Primers” utilizados para la determinación por RT-PCR cuantitativa de la expresión de las 
variantes del OCT1. La posición de los “primers” se refiere a la secuencia NM_003057. Fw, “forward”; Rv, 
“reverse”. 
Secuencia del primer (5’à3’) Posición (pb) Tipo Secuencia de reconocimiento 
ATGCCCACCGTGGATGACATT 106 Fw3 Silvestre 
GGCTCCAGCCACAG 301 Rv3 Mutada 
GGGCTCCAGCCACAGCA 302 Rv4 Mutada 
GGAGGAGCTGAACTATACAGTGCCA 306 Fw4 Silvestre 
TCCACTTCATAGCGCCTGCAC 386 Rv5 Mutada 
CACTTCATAGCGCCTGCGC 384 Rv6 Mutada 
GCAGACAGGTTTGGCCGTAA 613 Fw5 Silvestre 
GCCATGAGCACGCCCA 686 Rv7 Mutada 
GGGCAACTGGATGGCTGTC 747 Fw6 Mutada 
TGTGCCGGAGTCCCCTG 948 Fw7 Mutada 
GAAGGGCTCAGCTTTTCGGTGA 1103 Rv8 Silvestre 
GAAGAGCCGGGCGTGTCATA 503 Rv9 Silvestre 
 
 
Previamente, fue necesario poner a punto la concentración óptima de cada 
pareja de “primers” y las temperaturas de anillamiento/extensión durante la PCR para 
conseguir una diferencia entre la señal producida por la secuencia mutada y la 
silvestre de al menos 5 Ct (Tabla MM-9). En esta etapa de puesta a punto del método 
experimental se utilizó como ADN molde en la PCR 1 pg de los plásmidos pGEM-T 
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estos parámetros fueron una concentración de cada “primer” de 100 nM y una 
temperatura de anillamiento/extensión de 60°C. Si la diferencia entre la señal 
producida por la secuencia mutada y la silvestre era menor a 5 Ct, se procedió a 
aumentar la temperatura, así como la concentración del “primer” que reconocía la 
secuencia silvestre, mientras que se redujo la del “primer” que reconocía la secuencia 
mutada. 
 
Tabla MM-9. “Primers” utilizados para la determinación por RT-PCR cuantitativa de la expresión de 
las variantes del OCT1. Fw, “forward”; Rv, “reverse”. T, temperatura de anillamiento y extensión en la 
PCR. ΔCt representa la diferencia entre el ciclo umbral (Ct) obtenido para la secuencia mutada y la 
silvestre. 
Mutación Combinación de primers 
Concentración 
(nM) T (°C) ΔCt 
c.181C>T Fw3/Rv4 500/50 63,0 7,5 
c.181delCGinsT Fw3/Rv3 100/100 60,0 11,3 
c.262T>C Fw4/Rv6 500/50 63,5 5,0 
c.262delT Fw3/Rv5 100/100 60,0 7,0 
c.566C>T Fw5/Rv7 500/50 63,0 9,0 
c.659G>T Fw6/Rv8 50/500 62,0 5,5 
c.859C>G Fw7/Rv8 100/100 60,0 8,5 
Normalizador Fw3/Rv9 100/100 60,0  
 
3.13. DETECCIÓN DE VARIANTES DE OCT1 GENERADAS POR 
“SPLICING” ALTERNATIVO 
La expresión de variantes generadas por “splicing” alternativo del ARNm 
inmaduro del OCT1 en las biopsias de HCC y CGC se detectó en la secuenciación de 
la ORF del OCT1, como se comentó en el apartado 3.11. Además, para confirmar los 
resultados obtenidos se diseñaron oligonucleótidos que anillaban en regiones 
específicas situadas entre los exones 6 y 11 (Tabla MM-10). Se utilizaron 
combinaciones de estos oligonucleótidos para la detección selectiva por PCR analítica 
de las variantes generadas por un “splicing” alternativo. Los “primers” Fw1 y Rv1 son 
comunes a todas las isoformas del OCT1 descritas. Además, para confirmar los 
resultados de la expresión de la isoforma del OCT1 por escisión del exón 10 se 
utilizaron los oligonucleótidos Fw1 y Rv2, usando como “primer” específico para esta 
isoforma el Rv2, que anillaba a caballo de los exones 9 y 11. Para la detección de las 
variantes que contenían una inserción de 8 pb del intrón 7 entre los exones 7 y 8 






Material y Métodos 
anillaba específicamente con el final del exón 7, la secuencia GTAAGTTG del intrón 7 
y el comienzo del exón 8, y el Rv1. 
 
La PCR analítica se llevó a cabo con el kit Platinum® PCR Supermix High Fidelity 
(Invitrogen), y usando los “primers” específicos en cada caso. Al finalizar la PCR se 
comprobó la presencia y el tamaño de los amplicones correspondientes a las 
diferentes variantes del OCT1 mediante geles de agarosa al 2% tras electroforesis, 
como se describe en el apartado 3.9.2. 
 
Tabla MM-10. “Primers” utilizados para la detección por PCR de variantes del OCT1 generadas por un 
“splicing” alternativo. 
Secuencia (5’à3’) Posición Tipo de primer 
GGAAGCGCACCTTCATCCTGAT Exón 6 Fw1 
CAGGTGCCCGAGGGTTCT Exón 11 Rv1 
TCACCTGGTAAGTTGACCTGCACT Exón 7–Intrón 7 Fw2 
GTGTTTTCTTTGGGCTTTGCTTTTCAAACAAAAT Exón 9–Exón 11 Rv2 
 
 
3.14. ESTUDIOS DE CITOMETRÍA DE FLUJO 
Estudios de funcionalidad de proteínas transportadoras 
Fundamento 
El uso de fluorocromos en citometría de flujo permite evaluar la funcionalidad de 
proteínas transportadoras, entre las que se incluyen los distintos miembros de la 
familia ABC. Para ello, se utilizaron sustratos fluorescentes específicos para cada uno 
de los transportadores estudiados (tabla MM-11). Estos sustratos se acumulan en el 
interior de la célula dependiendo de la actividad de estas proteínas. Para realizar estos 
estudios, las células se incubaron en presencia de los sustratos y los inhibidores 
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Tabla MM-11. Sustratos e inhibidores específicos de transportadores ABC utilizados en los análisis 
de actividad transportadora por citometría de flujo. 
Proteína Sustrato (1 µM) 




BCRP BODIPY-prazosina 530 Fumitremorgina C 5 
MDR1 Rodamina 123 553 Verapamilo 5-10 
MRPs Calceína 517 Probenecid 100-500 
 
Procedimiento 
Las células a procesar se lavaron con PBS, se tripsinizaron y se centrifugaron 
durante 5 min. El precipitado de células se resuspendió en 100 µl de medio de 
captación (NaCl 96 mM, KCl 5,3 mM, KH2PO4 1,1 mM, MgSO4 0,8 mM, CaCl2 1,8 mM, 
D-glucosa 11 mM, y Hepes 50 mM; pH 7,4) que contenía 1 µM de sustrato y 50 µg/ml 
de ioduro de propidio (IP) para marcar las células muertas, que se excluyeron del 
análisis. Para evaluar la actividad de las MRPs en las células, estas se incubaron con 
1 µM de calceína-AM, que una vez dentro de las células es hidrolizada por esterasas 
generando calceína, que es el sustrato de las MRPs. La suspensión celular se incubó 
durante 30 min a 37ºC en oscuridad.  
Para determinar la captación tras los 30 min, se añadieron 900 µl de medio de 
captación a 4ºC, para parar los procesos de transporte, y la fluorescencia intracelular 
se midió en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences), utilizando como luz 
de excitación la proporcionada por el láser de 488 nm. Como filtro de emisión se utilizó 
FL1 para los sustratos y FL2 para medir la fluorescencia del IP. Se determinó el valor 
de la fluorescencia media de cada una de las muestras analizadas en el citómetro de 
flujo.  
En algunas muestras, tras incubar las células durante 30 min a 37ºC para 
conseguir una carga adecuada con los sustratos, se añadió a la suspensión celular un 
volumen de 900 µl de medio de captación, que contenía o no el inhibidor específico 
para cada transportador a la concentración que se indica en la tabla MM-11. Las 
células se incubaron en esta solución durante 30 min a 37ºC, tiempo tras el cual se 
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3.15. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 
3.15.1. Obtención de las muestras 
Homogeneizados tisulares 
Se procesaron fragmentos de tejidos (entre 50 y 250 mg) almacenados a -80ºC 
que se sumergieron en tampón RIPA (3 ml/g de tejido) suplementado con cóctel de 
inhibidores de proteasas al 1% (v/v), y se dejó descongelar sobre hielo. A 
continuación, se homogeneizó con un politrón durante 1 min a mínima potencia y a 
4ºC. Posteriormente, el homogeneizado se incubó sobre hielo durante 30 minutos y a 
continuación, se centrifugó dos veces durante 10 min a 500xg a 4ºC. Finalmente, el 
sobrenadante (homogeneizado tisular) se alicuotó y se almacenó a -80ºC hasta su 
uso. 
Lisados de líneas celulares 
Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos como se describe en el 
apartado 3.5.1. Cuando se llegó al punto del cultivo en el que las células debían ser 
recogidas, se despegaron de la placa mediante tripsinización y se incubaron con 
tampón RIPA suplementado con 1% (v/v) de un cóctel de inhibidores de proteasas. El 
lisado se centrifugó durante 20 min a máxima velocidad a 4ºC y las alícuotas de 
sobrenadante se almacenaron a -80ºC hasta su uso. 
3.15.2. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Preparación de los geles 
La electroforesis vertical se llevó a cabo en geles de poliacrilamida del 5-12 % 
(p/v)  (en función del peso molecular de la proteína de interés), en Tris-HCl utilizando 
el soporte del sistema “Mini-Protean II Cell”.  
Preparación de las muestras 
La concentración de proteínas de los lisados celulares se determinó por el 
método de Markwell (Markwell MA, 1978) (apartado 3.18.4). Posteriormente, se 
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Condiciones de la electroforesis y de la transferencia 
La electroforesis se realizó en una cubeta con tampón de migración, a una 
corriente constante de 80 V para el gel concentrador, incrementándose a 100 V para el 
gel separador o de resolución.  
La transferencia de las proteínas a la membrana de nitrocelulosa se realizó en 
una cubeta con tampón de transferencia, a una corriente de 250 mA durante 1 h y 30 
min y en agitación constante. 
Se utilizó “rojo ponceau” para comprobar que las proteínas se encontraban en la 
membrana tras la transferencia. Esta tinción también permite valorar la carga de 
proteínas en cada calle. 
3.15.3. Inmunodetección 
La membrana se sometió al siguiente procedimiento a temperatura ambiente: se 
realizaba el bloqueo durante 1 h con leche descremada al 5% (p/v) en PBS-T (PBS 1x 
con Tween 20) en agitación. Acto seguido se incubó durante 1 h con el anticuerpo 
primario correspondiente, también en agitación. Se utilizaron los siguientes 
anticuerpos primarios diluidos en leche al 1% (p/v) en PBS-T (Tabla MM-12).  
Tabla MM-12. Anticuerpos primarios utilizados en la detección de proteínas por Western blot. 
Antígeno Referencia Especie de origen Dilución Casa comercial 
Citokeratina-7 sc-23876 ratón 1:300 Santa Cruz Biotechnology 
Claudina-4 329400 ratón 1:200 Invitrogen 
Gstpi ALX-804-510 ratón 1:100 Enzo Life Sciences AG 
Gstα ab53940 cabra 1:3000 Abcam 
GAPDH sc-32233 ratón 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
AFP sc-8108 cabra 1:500 Santa Cruz Biotechnology 
Como anticuerpo secundario se utilizó el anticuerpo adecuado en cada caso, 
marcado con peroxidasa. Para la detección se utilizó un método quimioluminiscente 
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3.16. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR INMUNOFLUORESCENCIA 
3.16.1. Preparación de muestras 
Cortes de tejidos 
A partir de los fragmentos de tejido almacenados a -80ºC se obtuvieron cortes de 
5 µm en un criostato a una temperatura entre -20ºC y -15ºC que se colocaron en 
portas, y se guardaron a -20ºC hasta su utilización. 
Células en cultivo 
Para el marcaje por inmunofluorescencia las células se sembraron en cámaras 
multipocillo (Lab-tek), a la densidad óptima según la línea celular, con 500 µl  de medio 
de cultivo en cada pocillo, y se mantuvieron en cultivo hasta que alcanzaban entre el 
60 y el 80% de confluencia. 
 
3.16.2. Inmunodetección 
Las muestras se fijaron con metanol frío durante 1 min y, tras 3 lavados rápidos 
con PBS, se realizó un bloqueo con suero bovino fetal al 5% en PBS durante 30 min. 
La incubación con los anticuerpos primarios diluidos en PBS con 5% de suero bovino 
fetal se realizó a temperatura ambiente durante 1 h. La tabla MM-13 muestra las 
diluciones de los anticuerpos primarios utilizados en este estudio. 
Tabla MM-13. Anticuerpos primarios utilizados en la detección de proteínas por inmunofluorescencia. 
Antígeno Referencia Especie de origen Dilución Casa comercial 
α-SMA M0851 ratón 1:100 Dako 
Citokeratina-7 sc-23876 ratón 1:100 Santa Cruz Biotechnology 
Claudina-4 329400 ratón 1:100 Invitrogen 
Gstpi ALX-804-510 ratón 1:50 Enzo Life Sciences AG 
Neu Sc-284 conejo 1:100 Santa Cruz Biotechnology 
OV-6 Sc-101863 ratón 1:100 Santa Cruz Biotechnology 
V5 R96025 ratón 1:800 Invitrogen 
A continuación, se realizaron tres lavados de 10 min con PBS y se llevó a cabo 
la incubación, durante 1 h en oscuridad, con el anticuerpo secundario apropiado: anti-
IgG de ratón o conejo conjugado con Alexa Fluor-488® o Alexa Fluor-594® (dilución 
1:1000) y con DAPI para teñir los núcleos (dilución 1:5000). Después de tres lavados 
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con esmalte de uñas. La visualización del marcaje se realizó en un microscopio 
confocal. 
3.17. ESTUDIO HISTOLÓGICO. MICROSCOPÍA ÓPTICA 
Los cortes de tejido de 5 µm de espesor realizados en criostato se fijaron en 
paraformaldehído al 4% durante 20 min, se tiñeron por los métodos de hematoxilina-
eosina o tricrómico de Masson, se deshidrataron por inmersión en soluciones 
crecientes de alcohol y por último en xilol, y se realizó el montaje con entellán para su 
estudio al microscopio óptico.  
3.18. DETERMINACIONES ANALÍTICAS 
3.18.1. Parámetros bioquímicos en suero 
Se determinaron marcadores de daño hepático y renal en muestras de suero en 
un Vitros 5,1 FS Chemistry System (Ortho-Clinical Diagnostics, Barcelona) y un 
Analizador Modular DPP (Roche Diagnostics, Barcelona). 
3.18.2. Determinación de ácidos biliares en suero por fluorescencia 
La extracción de los ácidos biliares del suero, para su posterior determinación 
por fluorescencia, requería la separación por cromatografía en cartuchos Sep-Pak con 
relleno C18. Los ácidos biliares totales en suero se determinaron fluorimétricamente 
siguiendo el método de Talalay (Talalay, 1960) modificado por Mashige (Mashige et 
al., 1976). 
3.18.3. Valoración del ARN por el método del RiboGreen 
El ARN total se valoró por fluorimetría utilizando el método comercial “RiboGreen 
RNA Quantitation Kit”. La técnica se basa en la unión específica de un fluorógeno 
(RiboGreen) al ARN, el cual emite fluorescencia de forma proporcional a la cantidad de 
ARN presente en la muestra.  
3.18.4. Determinación de proteínas totales 
Para medir la concentración total de proteínas se utilizó una modificación del 
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basado en la reducción de las proteínas con cobre en medio alcalino y la posterior 
reducción del ácido fosfomolíbdico fosfotúngstico con las proteínas tratadas. 
3.18.5. Determinación de la viabilidad celular 
El test de formazán es un método colorimétrico utilizado para cuantificar el 
número de células vivas en ensayos de proliferación o quimiosensibilidad celular. El 
formazán, soluble en medios acuosos, se forma a partir de sales de tetrazolio por la 
acción de deshidrogenasas presentes en las células metabólicamente activas 
(Marshall et al., 1995). En este estudio se utilizó el kit comercial “CellTiter 96® 
AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay” que contiene metasulfato de 
fenazina (PMS) y sal de tetrazolio (MTS). 
3.18.6. Determinación de radiactividad 
La radiactividad de los isótopos 3H y 14C se midió en un contador de centelleo líquido, 
utilizando en cada medida 4 ml de líquido de centelleo.  
3.18.7. Medida de sorafenib por HPLC-MS-MS 
Una vez se procesaron los oocitos como se describió en el apartado 3.10.3.2. se 
siguió una modificación del método descrito por Sparidans (Sparidans RW, 2008) para 
la medida de sorafenib por HPLC-MS-MS.  
La separación cromatográfica se realizó empleando una columna Zorbax C18 
(30 mm x 2,1 mm; 3,5 µm) termostatizada a 35ºC, y como fase móvil una mezcla de 
metanol:agua (70:30), conteniendo ambos constituyentes 5 mM de acetato amónico y 
0,1% de ácido fórmico, pH 4,6. El flujo de trabajo fue de 0,3 ml/min y el volumen de 
inyección fue de 1 µl, en todos los casos.  
Las condiciones de trabajo para la fuente iónica fueron: temperatura del gas (N2) 
350 ºC, flujo del gas 10 ml/min, presión del nebulizador 20 psi, voltaje 2500 V. 
La presencia de sorafenib en el lisado del oocito se confirmó empleando el modo 
de trabajo MRM siguiendo la transición específica del ion precursor (ion molecular - 
H+) 465,1 m/z a los iones producto 270 y 252 m/z. 
Se construyó una recta patrón mediante inyección de soluciones metanólicas 
con concentraciones de 0,3 a 40 µM de sorafenib. El tiempo de retención para el 
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Se corrigió la concentración de sorafenib a partir de su recta patrón por la 
recuperación obtenida del estándar interno dexametasona (10 µM), que se detectó 
siguiendo la transición específica de sus iones producto 373,2 m/z y 355 m/z. El 
tiempo de retención de la dexametasona fue de 0,6 min. 
3.18.8. Determinación de la actividad luciferasa 
Para generar luz, la luciferasa de luciérnaga (Luc2) requiere luciferina, ATP, Mg2+ 
(contenidos en la mezcla de reactivos “Steady-Glo®”) y oxígeno molecular.  
Para medir la actividad luciferasa generada por el biosensor microbiano prRecA-
Luc2se mezclaban 50 µl de bacterias con 50 µl del reactivo de luciferasa “Steady-Glo®” 
en los pocillos de una placa de 96 pocillos de base de color negro. Para determinar la 
actividad luciferasa de células transfectadas en placas de 96 pocillos con el plásmido 
pGL4.10-[Luc2], que contenía el gen “reporter” Luc2, se añadían 50 µl de medio de 
cultivo sin suero con 50 µl del reactivo “Steady-Glo®”. En ambos casos, tras un tiempo 
de incubación de 5 min, se captaban imágenes de la luz emitida por la reacción 
catalizada por la luciferasa durante 15 minutos en un equipo de análisis de imagen 
LAS-4000, seleccionando 1 minuto de exposición para cada fotografía. 
3.18.9. Determinación de actividad caspasa 3 y 8 
 
La actividad de las caspasas 3 y 8 se determinó en homogeneizados hepáticos 
(obtenidos como se describe en el apartado 3.15.1) siguiendo una modificación del 
método de Hasegawa (Hasegawa J, 1996), que se basa en la detección de la 
liberación de los compuestos fluorescentes 7-amido-4-metilcumarina (AMC) y 7-amido-
4-trifluorometil-cumarina (AFC) a partir de los sustratos, Ac-DEVD-AMC y Ac-IETD-
AFC, específicos de las caspasas 3 y 8, respectivamente. Para ello se usaron los 
siguientes reactivos: 
§ Buffer de ensayo para homogenados tisulares: Tris-HCl 100 mM, EDTA 2 mM y 
EGTA 20 mM, pH 7,5. 
§ Ditiotreitol (DTT) 10 mM. 
§ Sustratos fluorogénicos  Ac-DEVD-AMC 10 mM (para la caspasa-3) y Ac-IEDT-AFC 
10 mM (para la caspasa-8) en DMSO. 
Para iniciar el ensayo se añadió a cada tubo 250 µl del sobrenadante de estudio, 
197,5 µl de buffer de ensayo, 50 µl de DTT 10 mM (concentración final 1 mM) y 2,5 µl 
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Los tubos se centrifugaron a 13.000 rpm, 1 minuto a 4ºC. El sobrenadante de 
cada tubo se recogía y se realizaban 4 medidas en el fluorímetro (una cada 30 
minutos) a la longitud de onda (λ) adecuada. En el caso de la caspasa 3 a una λ de 
excitación de 380 nm y una λ de emisión de 460 nm; mientras que la actividad de la 
caspasa 8 se midió a una λ de excitación de 400 nm y una λ de emisión de 505 nm. 
Se calcularon los incrementos de fluorescencia a los dos intervalos de tiempo 
ensayados, comprobándose que los ensayos eran lineales. El resultado se expresó 
como unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) por minuto y mg de proteína. 
3.18.10. Determinación de platino por absorción atómica 
El platino (Pt) se determinó por espectrometría de absorción atómica en horno 
de grafito en un aparato Z-8100 Polarized Zeeman (Hitachi), utilizando una longitud de 
onda de 265,9 nm. Las cubetas utilizadas fueron del tipo tubo pirolíticas (Hitachi), y la 
lámpara de platino de cátodo hueco fue de Photron (Victoria, Australia). 
 
Las muestras se mineralizaron con HNO3 en un termostato de bloque metálico, 
dentro de una campana extractora debido a los vapores nitrosos que se formaban. 
Primero se añadió 1 ml de HNO3 al 60% en cada tubo de vidrio que contenía la 
muestra y se dejó 24 h a temperatura ambiente. A continuación se calentó el tubo a 
80°C durante 2 h, tras las cuales la temperatura se elevó a 150°C hasta conseguir la 
sequedad de la muestra y se solubilizó en HCl 0,02 N calentando 4 h a 60°C. 
 
Se inyectaron 20 µl de muestra en la cubeta, y se calentó siguiendo un orden 
previamente establecido, desde 90°C a 3000°C. El cálculo de la concentración de 
platino se realizó a partir de una curva patrón preparada por dilución de una solución 
estándar de PtCl2 en HCl 0,02 N. 
 
3.19. PREDICCIÓN DE ESTRUCTURA TERCIARIA DE PROTEÍNAS 
 
La estructura terciaria del OCT1 silvestre y de las proteínas generadas por los 
SNPs de OCT1 fue evaluada utilizando el modelado teórico mediante el programa 
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3.20. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO 
Para la expresión de los resultados se ha calculado la media y el error estándar 
de la media (EEM).  
Para calcular la significación estadística de las diferencias al comparar dos 
medias se utilizó el test de la t de Student de valores apareados o no apareados, 
según el caso. Para las comparaciones entre varios grupos se utilizó el test de 
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Número de pacientes 23  15  
Edad (media±SD) 70,5±9,1  64,0±11,7  
Rango de edad 49-82  48-83  
Hombres 20 (87,0%) 8 (53,3%) 
Mujeres 3 (13,0%) 7 (46,7%) 
     
Quimioterapia 0 (0%) 0 (0%) 
     
Localización del tumor     
    Intrahepático   8 (53,3%) 
    Extrahepático   1 (6,7%) 
    Perihilar   2 (13,3%) 
    Difuso   1 (6,7%) 
    No disponible   3 (20,0%) 
     
Estadío pT      
    TX 2 (8,6%) 3 (20,0%) 
    T1 1 (4,3%) 1 (6,7%) 
    T2 20 (87,0%) 10 (66,7%) 
    T3 0 (0%) 0 (0%) 
    T4 0 (0%) 1 (6,7%) 
     
Ganglios linfáticos regionales     
    NX 9 (39,1%) 9 (60,0%) 
    N0 14 (60,9%) 5 (33,3%) 
    N1 0 (0%) 1 (6,7%) 
     
Metástasis distante      
    MX 0 (0%) 0 (0%) 
    M0 23 (100%) 15 (100%) 
    M1 0 (0%) 0 (0%) 
     
Clasificación tumoral     
    Avanzado 11 (47,8%) 7 (46,7%) 
    Moderado 5 (21,7%) 5 (33,3%) 
    Pobre 2 (8,7%) 1 (6,7%) 
    No disponible 5 (21,7%) 2 (13,3%) 
     
Margen en la resección 
quirúrgica     
    Libre 8 (34,8%) 3 (20,0%) 
    No libre 0 (0%) 4 (26,7%) 
    Trasplante 0 (0%) 1 (6,7%) 
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4.1. MODELOS EXPERIMENTALES DE COLANGIOCARCINOGÉNESIS EN 
RATAS 
El hecho de que la incidencia del CGC esté aumentando en todo el mundo en 
los últimos años (Lazaridis et al., 2005) (Patel, 2006), unido a que la detección se 
produzca generalmente tarde, cuando la resección quirúrgica está desaconsejada, y 
que estos tumores presenten una muy pobre respuesta a la quimioterapia, ha llevado 
a muchos investigadores a desarrollar modelos experimentales de CGC para ampliar 
los conocimientos sobre la biología de estos tumores, identificar nuevos marcadores 
que puedan ser útiles para llevar a cabo un diagnóstico precoz o desarrollar nuevas 
estrategias terapéuticas y fármacos más potentes que permitan aumentar la 
supervivencia de los pacientes. 
Entre los modelos animales más utilizados podemos citar el modelo de CGC 
inducido en hámster por tratamiento con dimetilnitrosamina junto con infección con 
Clonorchis sinensis (Lee et al., 1993) o Opisthorchis viverrini (Thamavit et al., 1978), 
los modelos en rata de administración de furano (Elmore et al., 1993) (Sirica, 1996) o 
tioacetamida (TAA) (Praet et al., 1984), o la inoculación de células tumorales derivadas 
de colangiocitos a través del conducto biliar de ratas (Sirica et al., 2008). 
La TAA es un compuesto que se utilizó inicialmente como conservante de 
cítricos, pero que se dejó de usar cuando se descubrió que era un potente agente 
hepatotóxico y carcinógeno (Fitzhugh et al., 1948) (Gupta, 1956). Su hepatotoxicidad 
se produce tras la activación metabólica mediada por la enzima hepática CYP2E1 
(Wang et al., 2000), y en menor medida por la enzima flavin monooxigenasa (Dashti et 
al., 1997), que genera un producto activo tras dos pasos sucesivos. El primer paso 
convierte la TAA en TAA-sulfóxido (TASO) y el siguiente en TAA-S,S-dióxido (TASO2) 
(Hunter et al., 1977). Este último es un metabolito reactivo muy inestable que se une 
de forma covalente a macromoléculas (Hunter et al., 1977) (Porter et al., 1978) (Porter 
et al., 1979), generando aductos en las proteínas (Dyroff et al., 1981). También se ha 
descrito que el TASO2 dificulta la movilidad del ARN del núcleo al citoplasma e 
interfiere con la actividad ribosomal, impidiendo la síntesis de proteínas (Barker et al., 
1972) y afectando, por tanto, a la estructura y función de las células (Chen et al., 
2006).  
Una ventaja del uso de la TAA como hepatotóxico en los modelos animales es 
su alta especificidad por el hígado como órgano diana, aunque a dosis muy elevadas 
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por fallo hepático fulminante en pocos días (Chanda et al., 1995) (Mangipudy et al., 
1995).  
Para el desarrollo de CGCs se han administrado dosis bajas o moderadas de 
TAA durante un periodo de tiempo prolongado, aunque en la bibliografía existen 
importantes discrepancias en cuanto al tiempo necesario para la aparición de los 
tumores. Así, Al-Bader et al. (Al-Bader et al., 2000) describieron que la administración 
de 0,05% de TAA a ratas durante 12 semanas inducía cirrosis y que a partir de 14 
semanas se observaban CGCs, mientras que Yeh et al. (Yeh et al., 2004) observaron 
proliferación ductular con atipia en el 50% de los animales tratados con una dosis 
menor (0,03%) de TAA durante 9 semanas, y CGC invasivo de “tipo intestinal” en 
todos los animales desde las 22 semanas. Otro estudio encontró que con esta última 
dosis en los animales se inducía sólo cirrosis tras 12 semanas (Cruz et al., 2005) y 
Praet et al. (Praet et al., 1984) describieron que eran necesarios 12 meses de 
administración de TAA para que se desarrollaran CGCs en hígados cirróticos, junto 
con tumores benignos, como colangiomas y cistadenomas.  
Como primer objetivo de esta Tesis Doctoral nos planteamos desarrollar y 
caracterizar un modelo experimental de CGC en ratas para utilizarlo en la 
investigación de terapias vectorizadas y en la búsqueda de nuevos marcadores 
tumorales en los primeros estadíos del desarrollo del CGC.  
4.1.1. Modelo de colangiocarcinogénesis por administración de TAA en ratas 
Para generar CGCs, se eligió la administración prolongada de TAA disuelta en el 
agua de bebida de ratas Wistar macho, con un peso inicial próximo a los 300 g. La 
dosis de TAA utilizada fue de 0,05% (p/v), que se eligió en base a los datos 
bibliográficos que indicaban que dosis más altas (0,1-0,15%) se asociaban con una 
elevada mortalidad tras pocas semanas (Al-Bader et al., 2000), y con dosis menores 
no se desarrollaban tumores colangiolares. Elegimos un periodo entre 12-20 semanas 
de tratamiento, en base a la bibliografía y a estudios preliminares llevados a cabo en 
nuestro laboratorio en los que no observamos aparición de tumores con tiempos más 
cortos. 
Los animales se monitorizaron diariamente desde el comienzo de la 
administración; se determinó el peso corporal cada semana y se sacrificaron algunos 
animales a partir de la semana 12, para realizar determinaciones analíticas en suero y 
análisis histológicos del tejido hepático para seguir las lesiones.  
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A pesar de que la administración de TAA indujo un descenso significativo en la 
capacidad de ganar peso desde las primeras semanas de tratamiento, la 
supervivencia fue superior al 95% tras 20 semanas. 
No se encontraron tumores colangiolares visibles en los animales sacrificados 
entre las semanas 12 y 20 de administración de TAA, pero sí se observó una 
importante heterogeneidad en lo que se refiere al aspecto macroscópico del hígado, 
histología, y perfil bioquímico hepático. La mayoría de los hígados presentaban un 
aspecto normal, y sólo en un 30% de los animales el aspecto era cirrótico o con 





















Figura 1: Imágenes de microscopía óptica tras tinción con hematoxilina-eosina (A-D) y de 
inmunofluorescencia frente a CK-7 (E-H) en cortes de hígado de rata tratadas durante 16 
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Glucosa (m/dL) 70±5 82±3 79±4 
AST (U/L) 92±9 108±29 102±10 
ALT (U/L) 50±2 50±4 51±3 
GGT (U/L) 4,8±0,7 19±1 24±2a 
AP (U/L) 102±9 90±2,6 102±6 
Ácidos biliares (µM) 11±3 62±5a 68±5a 
Bilirrubina total (mg/dL) 0,2±0,1 0,3±0,1 0,2±0,1 
Urea (mg/dL) 39±4 42±3 43±5 
Creatinina (mg/dL) 0,5±0,05 0,4±0,01 0,4±0,02 
El análisis histológico confirmó que el daño hepático era muy variable (Figura 1). 
Como se observa en las figuras 1B-1D, que corresponden a cortes de tejido hepático 
obtenidos de distintos animales tras 16 semanas de tratamiento y teñidos con 
hematoxilina-eosina. 
En los cortes de tejido hepático también se evaluó la proliferación de conductos 
biliares mediante inmunofluorescencia asociada a microscopía confocal, utilizando un 
anticuerpo frente a la citokeratina 7 (CK-7), como marcador de las células 
colangiolares. Las CKs son proteínas del citoesqueleto celular que forman parte de los 
filamentos intermedios. Se han descrito más de 20 proteínas de esta familia que están 
presentes, tanto en las células epiteliales, como en los tumores derivados de ellas 
(Moll et al., 1982). Entre todas las CKs, las CK-7, 19 y 20 se han utilizado como 
marcadores para el diagnóstico de tumores biliares (Porcell et al., 2000) (Lau et al., 
2002).  
En nuestro estudio, el análisis de la CK-7 por inmunofluorescencia también 
reflejó la gran heterogeneidad en la presencia y el grado de la proliferación ductular. 
En la figura 1E, correspondiente a un hígado control, se observa únicamente marcaje 
intenso en los conductos de gran tamaño. Tras 16 semanas de tratamiento con TAA, 
se observaban hígados sin signos de proliferación ductular (Figura 1F), hígados con 
proliferación ductular moderada (Figura 1G) e hígados con proliferación ductular muy 
marcada (Figura 1H). 
Tabla 1. Efecto de la administración de tioacetamida (TAA) al 
0,05% durante 12-20 semanas sobre los parámetros séricos 

















Los valores son media ± EEM de n ≥ 5 animales por grupo. a, 
p<0,05 comparando con el grupo control mediante el test de 
comparaciones múltiples de Bonferroni. AST, aspartato-
aminotransferasa; ALT, alanina-aminotransferasa; GGT, 
gamma-glutamiltransferasa; AP, fosfatasa alcalina. 
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Respecto a la analítica sérica (Tabla 1) de los animales sacrificados entre las 12 
y 20 semanas de tratamiento, lo más destacable fue un aumento de cuatro veces en 
los niveles de la actividad gamma-glutamiltransferasa (GGT) respecto a los niveles 
detectados en el suero de los animales control. Además, la colanemia en estos 
animales también estaba aumentada (x6 respecto a los valores en animales control). 
Puesto que tras 20 semanas de tratamiento con la TAA no encontramos 
desarrollo de CGC en ninguno de los animales, y sólo una importante heterogeneidad 
en las lesiones biliares, decidimos prolongar el tiempo de administración de este 
compuesto. De nuevo, los animales se monitorizaron cada semana para detectar 
signos de deterioro que aconsejaran su sacrificio, pero el tratamiento más prolongado 
no afectó a la supervivencia, los animales tenían buen aspecto y sólo se mantuvo un 
peso corporal reducido comparado con los animales control. 
A partir de las 32 semanas, ya era posible detectar tumores visibles en un 50% 
de los animales y la incidencia aumentó progresivamente con el tiempo de tratamiento, 
hasta casi el 100% tras 40 semanas de administración con TAA, que fue el máximo 
tiempo estudiado. La figura 2 muestra el aspecto del hígado de distintos animales 









Figura 2: Imágenes representativas de tumores hepáticos observados en 
ratas tratadas con TAA durante 36 semanas; las líneas discontinuas rodean 
los tumores.  
 
 
En algunos casos aparecían tumores aislados de color blanquecino y aspecto 
irregular en un hígado con aspecto macroscópico normal (Figura 2A), aunque la 




Elisa Lozano Esteban 
Elisa Lozano Esteban 
A! B!
tumores que aparecían como masas de tamaño muy variado (Figuras 2B y 2C) o los 
tumores estaban extendidos por todo el órgano (Figura 2D).  
En estos animales también llamaba la atención que presentaban una hiperplasia 
del conducto biliar común muy marcada, como se muestra en la figura 3A, y además, 
en un 5% de los tratados durante más de 36 semanas se observó metástasis 





Figura 3: Imágenes representativas de hiperplasia del conducto biliar, punta 
de flecha (A) y metástasis pulmonar, flecha (B) observadas en ratas 
tratadas con TAA durante 36 semanas. 
 
 
De estos animales se recogió tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral, que 
fue procesado para llevar a cabo un estudio histológico tras tinción con hematoxilina-
eosina. La figura 4 muestra imágenes representativas de cortes de tumores 
encapsulados (Figuras 4E-4H) y de tejido pareado no tumoral, que rodeaba a los 
tumores (Figuras 4A-4D), observándose una gran diversidad histológica. 
La clasificación de los CGCs ha variado en los últimos años intentando tener en 
cuenta diversos fenómenos clínicos, genotipos y el comportamiento biológico de los 
tumores (Nakanuma et al., 2010) y, recientemente, también el linaje celular (Cardinale 
et al., 2012), es decir, las células de origen de los tumores, entre las que se incluyen 
las células progenitoras hepáticas, las glándulas peribiliares, y los colangiocitos 
(Nomoto et al., 2006) (Sell et al., 1989). Dos estudios independientes muy recientes 
han demostrado en modelos de ratón que también se pueden desarrollar CGCs a 
través de la trans-diferenciación y conversión neoplásica de hepatocitos normales en 
colangiocitos malignizados (Fan et al., 2012) (Sekiya et al., 2012). 
En nuestro modelo, en algunos casos era posible observar la presencia de 
CGCs bien diferenciados con estructura tubular (Figura 4E), que recientemente 
algunos autores han denominado, por el aspecto, de “tipo tiroideo” (Chable-Montero et 
al., 2012). Este tejido tumoral podía aparecer solo o combinado con áreas de CGCs de 
“tipo intestinal” (Figura 4F), con presencia de células globulares, glándulas neoplásicas 
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con prominente necrosis intraluminal (comedonecrosis), indicativa de un alto recambio 
celular, y secreción de productos como mucinas a la luz del conducto. El CGC de “tipo 
intestinal” ha sido descrito frecuentemente en otros modelos de CGC en roedores 
(Elmore et al., 1993). También era posible detectar tumores de “tipo colangiolocelular” 

























Figura 4: Imágenes representativas de cortes histológicos teñidos con hematoxilina-
eosina de hígados de distintas ratas tratadas con TAA durante 36 semanas. Las 
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Glucosa (m/dL) 69±9 101±5 
AST (U/L) 92±11 131±18 
ALT (U/L) 54±8 49±12 
GGT (U/L) 5±0,5 62±12a 
AP (U/L) 99±8 105±5 
Ácidos biliares (µM) 10,6±5 94±12a 
Bilirrubina total (mg/dL) 0,2±0,1 0,9±0,3a 
Urea (mg/dL) 39±3 45±2 
Creatinina (mg/dL) 0,5±0,05 0,4±0,05 
En algunos casos los márgenes estaban libres de tumor (Figuras 4B-4D) y se 
observaban áreas con fibrosis (Figura 4B, 4C) y áreas de degeneración (Figura 4D), 
mientras que en otros casos, los márgenes presentaban tejido tumoral (Figura 4A). 
La analítica de los parámetros bioquímicos analizados en el suero de estos 
animales (Tabla 2) reveló un marcado aumento de los marcadores de daño hepático 
GGT y bilirrubina total. Además, también se observó un marcado aumento de la 
colanemia en estas ratas. 
Tabla 2. Efecto de la administración de tioacetamida 
(TAA) al 0,05% durante 36 semanas sobre los 
parámetros séricos indicadores de funcionalidad 










Los valores son media ± EEM de n ≥ 10 animales. a, 
p<0,05 comparando con el grupo control mediante el 
test de comparaciones múltiples de Bonferroni. AST, 
aspartato-aminotransferasa; ALT, alanina-
aminotransferasa; GGT, gamma-glutamiltransferasa; 
AP, fosfatasa alcalina. 
 
 
A pesar de que los datos histológicos permitían confirmar la presencia de CGCs 
por el aspecto típico, decidimos determinar la expresión de marcadores que nos 
permitieran caracterizar los tumores desarrollados por western blot e 
inmunofluorescencia, ya que podrían resultarnos útiles para detectar etapas 
tempranas de desarrollo de los tumores. 
Además de la CK-7, que ya hemos comentado que se utiliza en la actualidad 
para llevar a cabo la identificación por inmunofluorescencia o por inmunohistoquímica 
de tumores biliares, decidimos determinar varios marcadores más. 
Las claudinas son proteínas implicadas en las uniones “tight juncions” que 
juegan un papel esencial en el mantenimiento de la polaridad y la permeabilidad en 
células epiteliales (Johnson, 2005). Se ha descrito que la claudina-4 se encuentra 
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sobre-expresada en carcinoma de colon y en cáncer de páncreas (Soini, 2005) y 
también que está expresada en colangiocitos sanos y se sobre-expresa en CGC, pero 
no en HCC (Lodi et al., 2006), por lo que se ha propuesto como un marcador 
diferencial entre tumores biliares y tumores de origen hepatocelular. Por esta razón, 
incluimos este marcador para la caracterización de los tumores. 
El receptor del factor de crecimiento epidérmico 2, ErbB2 (también llamado 
HER2) pertenece a la subclase I de los receptores de tirosina kinasas de la familia 
ErbB; su proteína homóloga en ratas se denomina Neu. Nos pareció interesante 
analizar la expresión de este factor, ya que se ha relacionado con un aumento de la 
capacidad de invasión celular, progresión y diferenciación de los CGCs (Endo et al., 
2002) (Treekitkarnmongkol et al., 2010). 
La isoforma pi de la glutatión S transferasa (GSTpi) se ha considerado un buen 
marcador diferencial de CGC y HCC en humanos (Hayes et al., 1991). En modelos 
experimentales en rata, esta isoenzima se ha utilizado como un marcador estable de 
células pre-neoplásicas y neoplásicas durante la hepatocarcinogénesis (Monte et al., 
1999), ya que los hepatocitos de rata desdiferenciados sobre-expresan de forma 
consistente GSTpi (Hiley et al., 1988). A pesar de que en roedores se considera un 
marcador de preneoplasia, más que un marcador diferencial de CGC/HCC, decidimos 
incluir también la GSTpi en nuestro estudio por si podía ser útil como marcador de las 
etapas tempranas de desarrollo de los tumores. 
También incluimos en el análisis la α-fetoproteína (AFP), que es un marcador 
típico de HCC. La AFP es una glicoproteína que se encuentra presente en el tejido 
hepático fetal con niveles variables a lo largo del desarrollo, y sólo se detectan trazas 
en los hepatocitos adultos. Sin embargo, en pacientes con HCC se encuentran 
concentraciones muy elevadas en el tejido tumoral, en plasma y en líquido ascítico, 
debido a la sobre-expresión en los hepatocitos desdiferenciados (Gupta et al., 2003). 
La figura 5 muestra imágenes representativas de los resultados obtenidos por 
western blot para estos marcadores en hígado sano y en tumores inducidos por 
tratamiento con TAA durante 36 semanas (CGC).  
Se observa una marcada abundancia de proteínas correspondientes a los 
marcadores de células colangiolares, CK-7 y Claudina-4 en el CGC, que apenas se 
detectaron en el hígado sano, y también encontramos sobre-expresión de GSTpi, que 
daba una señal muy débil en el hígado control, probablemente debida a la señal de los 
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CGC, pero hay que apuntar que encontramos una importante variabilidad entre los 
distintos tumores; en algunos apenas se detectaba, mientras que en otros la señal era 
muy marcada (la figura 5 muestra un marcaje intermedio). En cuanto a la AFP, no 







Figura 5: Análisis por western blot de la expresión de 
CK-7, Claudina-4, Neu y GSTpi en hígado de rata 
control y en tumores inducidos por tratamiento con TAA 
durante 36 semanas (CGC). La proteína GAPDH se 
determinó en las mismas muestras como control de 
carga (50 µg de proteína/calle). 
 
A pesar de que existía cierta controversia sobre si además de CGCs la  
administración de TAA inducía el desarrollo de HCCs (Newell et al., 2008) (Heindryckx 
et al., 2009) nuestros resultados indican que, en estas condiciones experimentales, la 
TAA sólo induce en el hígado de rata el desarrollo de CGCs, ya que la histología y el 
conjunto de marcadores analizados confirmaron que todos los tumores eran derivados 
de células colangiolares. 
Por otro lado, en este bloque de experimentos, también pusimos a punto la 
detección de distintos marcadores por inmunofluorescencia. Como se muestra en la 
figura 6, se observó un marcaje citoplasmático de CK-7 y GSTpi en los tumores, y la 
típica señal de uniones intercelulares con el anticuerpo anti-Claudina 4. En el caso de 
Neu, la intensidad de señal fue variable entre distintos tumores, pero en la mayoría se 
detectaba una marcada inmunoreactividad.  
En el estudio de inmunofluorescencia incluimos dos marcadores más (Figura 6); 
uno para la actina α de músculo liso (α-SMA) y otro para las células ovales (el OV-6). 
Con el anticuerpo frente a la α-SMA confirmamos la observación mencionada en el 
estudio histológico de que las células tumorales crecían rodeadas de una capa de 
tejido fibrótico, y con el anticuerpo OV-6 también encontramos una señal intensa, lo 
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Figura 6: Imágenes representativas de localización por inmunofluorescencia de CK-7, 
Claudina-4, GSTpi, Neu, αSMA y OV-6 en tumores inducidos en ratas por tratamiento 
con TAA durante 36 semanas. Barra: 20 µm. 
 
Nuestros resultados utilizando el modelo experimental de administración crónica 
de TAA en el agua de bebida en ratas nos permiten proponer que se requieren entre 
30 y 40 semanas para el desarrollo de tumores visibles de origen colangiolar, pero que 
no se desarrollan tumores de origen hepatocelular. La importante heterogeneidad 
encontrada en el tiempo de desarrollo y en el aspecto macroscópico y microscópico, 
podría justificar las discrepancias en los resultados obtenidos por otros investigadores 
(Nomoto et al., 2006) (Praet et al., 1984). 
Por otra parte, la heterogeneidad y el tiempo tan prolongado necesario para que 
se desarrollen los tumores hacen que este modelo no parezca muy adecuado para la 
investigación de nuevos marcadores útiles para una detección precoz, por lo que nos 
planteamos buscar un modelo que acelerara la formación de los tumores.  
Como se ha comentado en la introducción de esta Tesis, se ha observado que la 
mayoría de las hepatopatías que se consideran factores de riesgo del CGC (colangitis 
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grado de colestasis y se ha descrito que la acumulación de ácidos biliares estimula la 
proliferación colangiolar (Meerman et al., 1999) (Macias et al., 2011) y que la 
inflamación crónica induce cambios permanentes en las células en proliferación 
(Alison et al., 2005). En base a esto, nos planteamos como segundo objetivo de esta 
Tesis Doctoral investigar si los niveles elevados de ácidos biliares, provocados por una 
situación de colestasis, podrían tener un efecto promotor, acelerando la formación de 
tumores colangiolares en combinación con la TAA.  
4.1.2. Efecto de la colestasis sobre la progresión del CGC 
Para evaluar el efecto de la acumulación de ácidos biliares, un grupo de 
animales recibió tratamiento con TAA y además, se les indujo una colestasis 
obstructiva realizada por una doble ligadura y sección del conducto biliar, un modelo 
que se suele denominar con las siglas BDL, del inglés “bile duct ligation” (Macias et al., 
2000). Los resultados obtenidos en los animales de este grupo, que designamos como 
TAA+BDL, se compararon con los que recibieron sólo TAA, los que fueron sometidos 
sólo a BDL, los que presentaban tumores tras tratamiento prolongado con TAA (CGC) 
y con los grupos control y de operación simulada o “sham”. 
Puesto que no encontramos diferencias en ninguno de los marcadores 
analizados entre los animales control y los “sham”, en los resultados se han agrupado 









Figura 7: Evolución del peso corporal (A) y curvas Kaplan-Meier de supervivencia expresada como 
porcentaje del número inicial de animales por grupo (B), incluyendo ratas control, ratas tratadas 
con TAA al 0,05% en el agua de bebida (TAA), ratas con ligadura del conducto biliar (BDL), o 
animales con la combinación de TAA+BDL. Los valores son media ±EEM de n≥6 animales en cada 
grupo experimental. *, p<0,05 comparado con las ratas control por el test t de Student.  
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TAA BDL TAA+BDL 
CGC 
4 sem 8 sem 4 sem 8 sem 4 sem 8 sem 
Glucosa (m/dL) 67±7 80±4 94±6 82±6 84±10 75±9 87±10 107±4 
AST (U/L) 93±14 283±98a 85±17 173±79 233±22a 195±36a 132±32 137±19 
ALT (U/L) 55±8 167±59a 49±5 66±16 54±5 45±7 44±1 42±12 
GGT (U/L) 5±0,5 10±1a 14±6a 12±7a 41±7a 203±25a 91±68a 62±12a 
AP (U/L) 104±9 122±11 168±45 201±44a 299±55a 199±38a 232±10a 104±7 
Ácidos biliares (µM) 11±3 87±17a 57±17a 367±32a 94±21a 310±100a 153±40a 94±12a 
Bilirrubina total (mg/dL) 0,2±0,1 0,4±0,2 0,3±0,1 2,1±2a 5±0,2a 5,6±2,2a 5±2,5a 0,9±0,3a 
Urea (mg/dL) 38±2 48±2 43±4 35±5 103±33a 53±8 40±3 46±2 
Creatinina (mg/dL) 0,5±0,05 0,4±0,02 0,3±0,02 0,6±0,1 0,8±0,2 0,6±0,1 0,3±0,03 0,3±0,05 
Los protocolos experimentales utilizados en este trabajo causaron un deterioro 
significativo en la salud de los animales, que se reflejó en una reducción importante 
del peso comparado con los animales control (Figura 7A). El peso corporal se redujo 
un 18% tras la primera semana de administración de TAA, mientras que a las 8 
semanas la diferencia de peso con los controles fue del 43% pero, a pesar de ello, la 
mortalidad en este grupo experimental fue muy baja (Figura 7B). 
Al igual que habíamos observado en un estudio previo (Macias et al., 2011), la 
colestasis crónica indujo una alta mortalidad (≈50%) a partir de la quinta semana y 
una reducción del peso corporal de alrededor del 15% a las 8 semanas en las ratas 
supervivientes. En los animales del grupo TAA+BDL la ganancia de peso fue aún 
menor que en los animales del grupo TAA, sin embargo, la mortalidad no fue tan alta 
como en los animales de BDL. La elevada mortalidad tras varias semanas de 
colestasis, nos llevó a limitar el periodo de estudio a 8 semanas.  
El efecto hepatotóxico de la TAA se confirmó al determinar diversos parámetros 
séricos marcadores de funcionalidad hepática (Tabla 3). Tras 4 semanas de 
administración de TAA los animales presentaron niveles elevados de transaminasas, 
GGT y ácidos biliares, y a las 8 semanas sólo la GGT y los ácidos biliares seguían 
elevados. Después de 40 semanas de tratamiento con TAA, momento en el que el 
tejido hepático presentaba nódulos colangiolares de 2-10 mm de diámetro, los 
niveles de transaminasas, fosfatasa alcalina y glucosa estaban en el rango normal, 
mientras que la GGT y los ácidos biliares estaban muy elevados, y en menor medida 
también los niveles séricos de bilirrubina. 
Tabla 3. Efecto de la administración de tioacetamida (TAA), de la colestasis por ligadura del conducto 
biliar (BDL), la combinación de TAA+BDL, o el desarrollo de CGC (tras 40 semanas de administración 








Los valores son media ± EEM de n ≥ 6 animales por grupo. a, p<0,05 comparando con el grupo control 
mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. AST, aspartato-aminotransferasa; ALT, 
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Como cabía esperar, los marcadores séricos típicos de colestasis estaban 
elevados en ambos grupos de BDL, con y sin tratamiento con TAA. La colanemia 
aumentó 30 veces a las 4 semanas y entre 10-15 veces después de 8 semanas. Sólo 
la enzima GGT estaba más elevada en el grupo de TAA+BDL que en el de BDL.  
La caída de la colanemia entre las semanas 4 y 8 probablemente se debió que 
a ese tiempo es esperable que estén inducidos los mecanismos que facilitan la 
eliminación de ácidos biliares y otros compuestos colefílicos por el riñón, para reducir 
los efectos tóxicos debidos a la acumulación de estas moléculas (Lee et al., 2001). 
También hay que considerar que la síntesis de novo de ácidos biliares estará inhibida 
por el feed-back negativo que ejercen los ácidos biliares sobre la actividad Cyp7a1, 
la enzima clave en la síntesis de ácidos biliares a partir de colesterol (Chiang, 2009). 
Además, a las 8 semanas tras la BDL, la funcionalidad renal también se vio 
afectada, como lo demuestra el aumento significativo de la concentración sérica de 
urea y el ligero incremento de la creatinina (Tabla 3) pero, curiosamente, esta 
alteración no se observó en el grupo TAA+BDL. 
Tras 8 semanas el hígado de las ratas del grupo TAA mostraba una apariencia 
macroscópica normal, aunque el análisis histológico llevado a cabo tras la tinción con 
hematoxilina/eosina puso de manifiesto que el tejido estaba alterado. Se encontró 
una marcada infiltración leucocitaria, y áreas puntuales de proliferación de conductos 
biliares (Figuras 8C, 8D), junto con zonas menos dañadas. 
Como se ha descrito en estudios anteriores, (Macias et al., 2011) (Sirica et al., 
1994), la colestasis durante 8 semanas indujo hepatomegalia y el aspecto de los 
hígados era fibrótico. A nivel histológico lo más destacado fue la severa 
desorganización del parénquima hepático y la marcada proliferación de células 
ductulares (Figuras 8E, 8F), con aproximadamente un 25% del parénquima hepático 
remplazado por estructuras ductulares rodeadas por un estroma fibrótico. La 
infiltración leucocitaria y los nódulos de tejido degenerado con abundantes células 
inflamatorias se podían observar desde las 4 semanas de BDL.  
Sólo en el grupo de TAA+BDL de 8 semanas se observó siempre 
colangiofibrosis (Figura 8G, 8H), una lesión que se considera el paso que precede al 
desarrollo del CGC, y que generalmente progresa hacia la formación del tumor, 
aunque se interrumpa la administración del agente hepatotóxico (Maronpot et al., 
1991). En algunos animales era posible observar áreas con acúmulo de bilis, de 
distintos tamaños, que se apreciaban en el estudio histológico (Figura 8H). 
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Es interesante destacar que la extensión de la masa de proliferación ductular 
fue mayor en el grupo de BDL, que en el de TAA+BDL. Este hecho se ha descrito en 
un estudio que combinaba colestasis con administración de tetracloruro de carbono 
(Marzioni et al., 2009), mientras que otras investigaciones con administración de 
furano con colestasis (Sirica et al., 1994) o dietilnitrosamina con colestasis parcial 
(Yang et al., 2011) encontraron un aumento de la proliferación, aunque el resultado 
en todos los casos fue una progresión acelerada en los animales con BDL tratados 
con la toxina. Para comparar con las situaciones externas negativas y positivas se ha 

















Figura 8: Imágenes representativas de cortes histológicos de hígados de rata de los 
grupos TAA (C,D), BDL (E,F) y TAA+BDL (G,H) sacrificadas a las 8 semanas del periodo 
experimental. Para comparar se incluyen imágenes de tejido control (A) y de CGC 
inducido tras 40 semanas de tratamiento con TAA (B). Las muestras fueron teñidas con 
hematoxilina-eosina y observadas al microscopio óptico. A, B, C, E, G: objetivo 10x; D, F, 
H: objetivo 20x. La línea discontinua rodea un área de colangiofibrosis y la punta de flecha 
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La figura 9 muestra el aspecto del parénquima hepático de los distintos grupos 
experimentales tras una tinción con tricrómico de Masson, que permite observar las 
fibras de colágeno teñidas de verde. Esta tinción hizo más patente que los 
colangiocitos proliferan rodeados de una capa de tejido fibrótico, y que la 









Figura 9: Imágenes representativas de cortes histológicos de hígados de rata de 
los grupos Control (A), TAA (B), BDL (C) y TAA+BDL (D) sacrificadas a las 8 
semanas del periodo experimental. Las muestras fueron teñidas con tricrómico 
de Masson y observadas al microscopio óptico. Objetivo 10x. 
 
Para analizar la proliferación colangiolar y evolución hacia el desarrollo de 
tumores biliares, se evaluó la expresión por RT-PCR-Q y western blot de varios 
indicadores de proliferación de colangiocitos. Como marcadores específicos de 
tumores colangiolares utilizamos la CK-7, y la claudina-4 (Shimonishi et al., 2000) 
(Lodi et al., 2006). 
 
4.1.2.1. Análisis de la proliferación colangiolar mediante la evaluación de 
marcadores de CGC (CK-7 y Claudina-4) 
Los niveles de ARNm de CK-7 (Figura 10A) y de Claudina-4 (Figura 10B) 
cambiaron de forma similar en todos los grupos experimentales, aunque la magnitud 
de los cambios fue mayor para el ARNm de CK-7. Un aumento significativo y 
progresivo de ambos marcadores se observó en el grupo BDL y fue menor en el 
grupo TAA+BDL. En concordancia con el estudio histológico, la administración de 
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TAA durante 8 semanas indujo una ligera subida de estos marcadores, mientras que 









Figura 10: Niveles de expresión del ARNm de Citokeratina-7 (CK-7) (A) y Claudina-4 (B) 
determinados por RT-PCR-Q. Los valores son media±EEM de n≥6 muestras analizadas por 
triplicado para cada grupo experimental, expresados como abundancia relativa respecto al 
calibrador (hígado control de rata) y normalizados por los valores de ARNm de β-actina. *, 
p<0,05, comparado con el grupo control. 
 
Los cambios observados en la expresión del ARNm fueron consistentes con los 
observados a nivel de la proteína (Figura 11) mediante western blot, aunque las 





Figura 11: Western blot representativo de CK-7 y Claudina-4 en 
homogenados hepáticos de cada grupo experimental a las 4 y 8 semanas. 
Como control positivo (+) se utilizó placenta para CK-7 y lisado de células 
LS-174T para Claudina-4. Se cargaron 50 µg de proteína/calle. (CK-7, 50 
KDa, Claudina-4, 21 KDa). 
 
Como control positivo para CK-7 se utilizó homogenado de placenta de rata y 
para claudina-4 lisado de células LS-174T, de adenocarcinoma de colon humano. La 
carga de proteínas se normalizó utilizando un anticuerpo frente a la GAPDH (datos 
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4.1.2.2. Expresión de GSTpi y GSTα  en el desarrollo de tumores colangiolares 
Las enzimas detoxificantes de la superfamilia GST (glutatión-S-transferasa) 
representan un grupo muy importante de enzimas que participan en la destoxificación 
en la mayoría de los tejidos del organismo. En condiciones fisiológicas, la GSTα es 
muy abundante en los hepatocitos sanos, mientras que la isoforma GSTpi es la 
predominante en las células de los dúctulos biliares (Campbell et al., 1991). 
En nuestro estudio, los niveles de ARNm de GSTpi aumentaron 
progresivamente desde la semana 4 de administración de TAA (Figura 12A), y en 
CGC encontramos una marcada sobre-expresión de esta isoenzima. La colestais 
indujo un aumento moderado de GSTpi a las 8 semanas, y apenas cambió en el 










Figura 12: Niveles de expresión del ARNm de GSTpi (A) y GSTα (B) determinados por RT-PCR-
Q. Los valores son media±EEM de n≥6 muestras analizadas por triplicado para cada grupo 
experimental, expresados como abundancia relativa respecto al calibrador (hígado control de 
rata) y normalizados por los valores de ARNm de β-actina. *, p<0,05, comparando con el grupo 
control. 
 
Los resultados de GSTpi a nivel de proteína (Figura 13) fueros similares a los 
descritos para el ARNm, pero llamó la atención que los niveles de esta enzima en las 
muestras de CGC fueron mayores que en las de HCC inducido por el clásico método 
de Solt y Farber (Solt D, 1976), que utilizamos como control positivo. 
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Se ha descrito que la GSTpi se induce en respuesta a daños químicos, y aquí 
hemos observado un aumento de esta isoenzima desde las primeras semanas de 
administración de TAA.  
Respecto a la isoforma GSTα, se observó una reducción progresiva de los 
niveles de expresión tanto a nivel de ARNm como de proteína en el grupo BDL 
(Figuras 12B y 13, respectivamente), hasta casi desaparecer a las 8 semanas, y 
también se redujo significativamente en el grupo TAA+BDL. Los animales tratados 
con TAA presentaban un ligero descenso en los niveles de expresión de esta 
enzima, mientras que los CGCs tenían niveles de ARNm similares a los detectados 
en el hígado control (Figura 12B), y menores a nivel de proteína (Figura 13). El 
descenso de GSTα en los grupos de BDL probablemente refleja la sustitución de 
parte del parénquima hepático por áreas con colangiocitos en proliferación y tejido 
fibrótico; y la moderada expresión encontrada en el CGC está en concordancia con la 







Figura 13: Western blot representativo de GSTα y GSTpi en homogenados hepáticos de 
cada grupo experimental a las 4 y 8 semanas. Como control positivo se utilizó hígado 
control de rata para GSTα y homogenado de HCC de rata para GSTpi. Se cargaron 50 µg 
de proteína/calle. (GSTα, 30 KDa, GSTpi, 26 KDa) 
 
 
4.1.2.3. Evaluación de la especificidad del modelo de administración de TAA en 
la formación de CGCs 
Como hemos comentado existe cierta controversia sobre si además de CGC la 
TAA induce también HCC (Newell et al., 2008) (Heindryckx et al., 2009) en roedores. 
Como se observa en la Figura 14, la AFP, que es un marcador típico de HCC, sólo 
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detectó en ninguna muestra de los distintos grupos experimentales, lo que indica que 







Figura 14: Western blot representativo de α-fetoproteína (AFP) en homogenados 
hepáticos de cada grupo experimental a las 4 y 8 semanas. Como control positivo se 





Los resultados se confirmaron por inmunolocalización de CK-7, claudina-4 y 
GSTpi (Figura 15) en cortes de hígado de cada grupo experimental a las 8 semanas 
y en CGC.  
En los hígados control, se detectó marcaje de CK-7 (citoplasmático) y claudina-
4 (de membrana) en los colangiocitos. En el grupo BDL se encontraron amplias 
zonas inmuno-positivas para CK-7, Claudina-4 y GSTpi (marcaje citoplasmático), lo 
que coincidía con las áreas de proliferación celular. Estas regiones fueron de menor 
extensión en el grupo TAA+BDL. En el grupo de TAA a las 8 semanas se observaban 
pequeñas áreas de proliferación. En los tumores inducidos por TAA (CGC) el 
marcaje era muy claro en las zonas de tumores tubulares y menor en los tumores de 
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Figura 15: Inmunofluorescencia en cortes de tejido hepático de las ratas de los 
grupos control, TAA, BDL y TAA+BDL, para CK-7, claudina-4 y GSTpi. Se incluyó el 
grupo de CGC bien establecido con propósitos comparativos. Barra 50 µm. 
 
4.1.3. Expresión de Neu en el desarrollo de tumores colangiolares 
También nos pareció interesante evaluar los niveles de Neu (ErbB2), ya que la 
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celular, progresión y diferenciación del CGC (Endo et al., 2002) (Treekitkarnmongkol 
et al., 2010). Como se observa en la figura 16, la administración de TAA aumentó los 
niveles del ARNm de Neu respecto al control; al doble a las 4 semanas y 5 veces a 
las 8 semanas. Sin embargo, los niveles de este proto-oncogén estaban aumentados 
más de 100 veces en las muestras de tumores colangiolares. La colestasis también 
indujo una marcada sobre-expresión de este gen, pero la combinación de TAA+BDL, 










Figura 16. Niveles de expresión del ARNm de Neu determinados por 
RT-PCR-Q. Los valores son media±EEM de n≥6 muestras analizadas 
por triplicado para cada grupo experimental, expresados como 
abundancia relativa respecto al calibrador (hígado control de rata) y 
normalizados por los valores de ARNm de β-actina. *, p<0,05, 
comparando con el grupo control. 
 
Se ha descrito que existe una correlación directa entre la inmunoreactividad 
de ErbB2 y la diferenciación de los CGCs en humanos (Endo et al., 2002), y es 
interesante destacar que los mismos autores encontraron un aumento de la 
expresión de ErbB2 en los pequeños dúctulos biliares hiperplásicos en algunos 
casos de patologías pre-tumorales que preceden al desarrollo del CGC, como la 
hepatolitiasis y en colangitis esclerosante primaria.  
El hecho de que en nuestros resultados la colestasis muestre un aumento en 
los niveles de expresión de este gen, revela que esta condición es capaz de 
potenciar la progresión a la formación de CGC, de modo más marcado que el 
inducido por el tratamiento con el hepatotóxico TAA. Por lo que estos datos apuntan 
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a que el acumulo de ácidos biliares se vincula con un efecto sobre la proliferación, y 
también sobre la malignización de células colangiolares. 
 
4.1.4. Análisis de la apoptosis/proliferación en el desarrollo de tumores 
colangiolares 
Es bien conocido que la regulación de la apoptosis puede jugar un papel clave 
en el desarrollo tumoral en situaciones de estrés químico. La apoptosis se puede 
producir por la vía extrínseca, que se desencadena en la membrana plasmática por 
activación de receptores específicos de muerte celular, o por la vía intrínseca, que se 
desencadena por estímulos que causan una alteración mitocondrial (Guicciardi et al., 
2005), y en algunos casos la vía de activación de receptores de muerte requiere la 
contribución mitocondrial para amplificar o transmitir de forma efectiva la señal 
apoptótica. Cuando la maquinaria apoptótica se activa, Bax migra desde el citosol a 
la mitocondria, donde produce permeabilización de la membrana y como 
consecuencia, el citocromo C se libera desde la mitocondria al citosol, donde activa 
proteasas mediadoras y efectoras de la muerte celular programada, siendo la 
caspasa-3 una caspasa efectora importante. 
En primer lugar, medimos los niveles de expresión del gen pro-apoptótico Bax-
α (Figura 17A) y del gen anti-apoptótico Bcl-2 (Figura 17B) en las muestras de tejido 
hepático de todos los grupos experimentales. 
En las muestras del grupo de TAA, tanto a las 4 como a las 8 semanas de 
administración, se produjo una inducción similar de Bax-α y Bcl-2, por lo que el ratio 
Bax-α/Bcl-2 no cambió significativamente respecto al grupo control (Figura 17C), 
aunque sí había una tendencia a favor de la apoptosis. La colestasis indujo una 
marcada sobre-expresión del gen anti-apoptótico Bcl-2 desde las 4 semanas de BDL, 
mientras que la abundancia de Bax-α  fue similar a la encontrada en el hígado 
control, lo que resultó en un descenso significativo del ratio Bax-α/Bcl-2, que indica 
una tendencia a procesos de supervivencia celular. 
En los animales del grupo TAA+BDL se observó un incremento de los niveles 
de expresión de Bax-α (x 2,5 veces) comparado con el hígado control, y un aumento 
de Bcl-2 (x 6 veces) a las 4 semanas tratamiento, mientras que a las 8 semanas los 
niveles de ambos genes fueron similares a los observados en el grupo CGC, es 




Elisa Lozano Esteban 































































































4 sem 8 sem 
de Bcl-2 estaban marcadamente elevados. En ambos casos, el resultado era una 
reducción del ratio Bax-α/Bcl-2, lo que sugiere una situación de prevalencia de 

















Figura 17: Niveles de expresión del ARNm de Bax-α (A), Bcl-2 (B), y ratio Bax-α/Bcl-2 (C) 
determinados por RT-PCR-Q. Los valores se expresan como abundancia relativa respecto al 
calibrador (hígado control de rata) y normalizados por los valores de ARNm de β-actina. La 
acitivdad caspasa-3 (D) fue determinada mediante fluorimetría. Los valores son media±EEM de 
n≥6 muestras analizadas por triplicado para cada grupo experimental. *, p<0,05, comparando con 
el grupo control. ND: no determinado. 
 
Estos datos estaban de acuerdo con los que obtuvimos al realizar la 
determinación de las actividades caspasa-3 y caspasa-8. Como se observa en la 
figura 17D, sólo los animales del grupo TAA mostraron un incremento significativo de 
la actividad caspasa-3 desde las primeras semanas, mientras que no se observaron 
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cambios en la actividad caspasa-8 en ninguno de los grupos (datos no mostrados). 
En concordancia con estos resultados algunos trabajos previos han indicado que la 
administración de TAA en roedores causa muerte celular vía apoptosis y necrosis 
(Diez-Fernandez et al., 1993) (Mangipudy et al., 1995b) (Mangipudy et al., 1995a) y 
aunque no se conocen totalmente los mecanismos por los que la TAA induce daño 
hepático, se han observado algunos cambios tras la administración de TAA, en 
relación a procesos apoptóticos (Diez-Fernandez et al., 1993) relacionados con la 
acitivdad de la caspasa-3 (Sun et al., 2000). 
 
4.1.5. Evaluación del papel de la inflamación mediado por IL-6 en el desarrollo 
de tumores colangiolares 
Como se ha comentado anteriormente, los CGCs suelen desarrollarse  ligados 
a patologías que tienen asociadas una inflamación crónica del tracto biliar. Algunos 
estudios han descrito un incremento de la citokina inflamatoria interleucina-6 (IL-6) en 
el tracto biliar y en la circulación sistémica de pacientes con CGC (Cheon et al., 
2007) (Sugawara et al., 1998).  
La IL-6 es una citokina multifuncional producida por una amplia variedad de 
células que median reacciones inflamatorias y procesos inmunes (Tabibzadeh et al., 
1989). Además, funciona como un factor regulador del crecimiento en algunos 
tumores humanos, como melanomas, cáncer renal o cáncer gástrico (Gallo et al., 
1992) (Okada et al., 1994), pudiendo estimular o inhibir la proliferación celular de 
algunos tipos de células neoplásicas (Tatsuno et al., 1994). Se ha descrito que las 
células de CGC expresan IL-6, y que esta interleucina puede promover el crecimiento 
de los colangiocitos tumorales in vitro (Braconi et al., 2010). 
En las muestras de tejido hepático recogidas de cada grupo experimental, se 
determinaron los niveles de expresión de ARNm de IL-6, para evaluar si el efecto 
promotor de la colangiocarcinogénesis mediada por ácidos biliares pudiera estar 
relacionado con el aumento de los niveles de IL-6. En la figura 18 se muestran los 
niveles de expresión de ARNm de IL-6 en las muestras hepáticas de cada grupo 
experimental. La administración de TAA (durante 4 y 8 semanas) como era esperable 
no indujo cambios en la expresión de la IL-6, ya que como comentamos en el 
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Sin embargo, los grupos experimentales que mostraron una mayor proliferación 
colangiolar, BDL y TAA+BDL, así como en el grupo de CGC bien establecido, 
presentaron un aumento significativo en los niveles de ARNm de esta citokina. Por lo 
que se puede deducir que el efecto promotor del CGC causado por la colestasis en 























Figura 18: Niveles de expresión del ARNm de interleucina-6 (IL-
6) determinados por RT-PCR-Q. Los valores son media±EEM de 
n≥6 muestras analizadas por triplicado para cada grupo 
experimental, expresados como abundancia relativa respecto al 
calibrador (hígado control de rata) y normalizados por los valores 
de ARNm de β-actina. *, p<0,05, comparando con el grupo 
control. 
 
4.1.6. Expresión del receptor de ácidos biliares TGR5 en el desarrollo de 
tumores colangiolares 
Recientemente, se ha descrito un receptor de ácidos biliares acoplado a 
proteína G, localizado en la membrana plasmática de los colangiocitos, 
concretamente en el cilio primario y en el dominio apical de estas células, 
denominado TGR5 (M-BAR o BG37) (Hylemon et al., 2009) (Keitel et al., 2009) 
(Keitel et al., 2012) (Keitel et al., 2011) (Pols et al., 2011).  
En contraste, TGR5 no se expresa en hepatocitos (Maruyama et al., 2002), por 
lo que es el principal receptor de ácidos biliares en el epitelio biliar.  
Funcionalmente, TGR5 está ligado a una ruta de señalización mediada por 
AMPc, y su activación por ácidos biliares libres o conjugados con taurina o glicina 
induce un incremento del AMPc intracelular que desencadena una respuesta 
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dependiente del tipo celular (Kawamata et al., 2003) (Keitel et al., 2012) (Keitel et al., 
2011). 
La presencia de TGR5 en el cilio de los colangiocitos, que se ha asociado con 
funciones mecanosensoras, quimiosensoras y osmosensoras (Keitel et al., 2012), 
sugiere la existencia de una potencial vía de señalización mediada por ácidos biliares 
y TGR5, la cual es de gran importancia fisiológica dado que el cilio de los 
colangiocitos está constantemente expuesto a cantidades variables y a distintos tipos 













Figura 19: Niveles de expresión del ARNm de TGR5 
determinados por RT-PCR-Q. Los valores son media±EEM de 
n≥6 muestras analizadas por triplicado para cada grupo 
experimental, expresados como abundancia relativa respecto al 
calibrador (hígado control de rata) y normalizados por los valores 




Cuando evaluamos los niveles de expresión de TGR5 en el hígado de las ratas 
de cada grupo experimental (Figura 19), observamos un incremento significativo de 
los niveles de expresión de este receptor en los grupos BDL y TAA+BDL, tanto a las 
4 como a las 8 semanas, así como en el grupo de CGC bien establecido. El hecho de 
que la expresión de TGR5 se encuentre elevada en el hígado de los animales con 
BDL, que como hemos descrito muestran una marcada proliferación colangiolar 
previa al desarrollo del CGC, indica que TGR5 puede jugar un papel importante en 
las vías de señalización dependientes de ácidos biliares que median la proliferación 
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Hay que destacar que el perfil de las gráficas obtenidas para el ARNm de IL-6 
(Figura 18) y TGR5 (Figura 19) fue prácticamente el mismo, ya que ambos se 
sobreexpresaban en los grupos de proliferación colangiolar estimulada (BDL y 
TAA+BDL) y en el CGC bien establecido, por lo que podrían ser marcadores 
interesantes para investigar en el futuro sobre su uso en la detección de estadios 
pre-tumorales.  
Para comprobar si los ácidos biliares, además de estar implicados en los 
procesos anteriormente descritos, tanto en posibles vías inflamatorias mediadas por 
IL-6, como mediar la respuesta celular desencadenando las señales intracelulares 
mediadas por el sensor de membrana TGR5, quisimos evaluar si los niveles 
crónicamente elevados de los ácidos biliares podrían tener un efecto genotóxico 
directo sobre las células colangiolares.  
Para determinar si el efecto de la acumulación de los ácidos biliares sobre la 
progresión del CGC era debido a que estas moléculas actúan como carcinógenos o 
co-carcinógenos, empleamos una estrategia basada en el sistema de respuesta 
bacteriano SOS desencadenado por daños al ADN (Walker, 1984) (Martin et al., 
1992). El método para la detección de la genotoxicidad utilizado en esta Tesis 
Doctoral fue desarrollado por la Lda. Laura Sánchez Vicente (Sanchez-Vicente, 
2012) y consiste en la medida de la actividad luciferasa generada por el biosensor 
microbiano prRecA-Luc2, en el que el gen de la luciferasa (Luc2) que funciona como 
reportero, está bajo el control del promotor del gen de respuesta a genotoxicidad 
RecA (prRecA), que forma parte de la respuesta SOS bacteriana. 
Nuestros resultados, utilizando varias especies moleculares de ácidos biliares 
(ácido desoxicólico (DCA), quenodesoxicólico (CDCA), glicoquenodesoxicólico 
(GCDCA), glicoursodexoxicólico (GUDCA) y litocólico (LCA))  a dosis sub-tóxicas (50 
µM) o moderadamente tóxicas (1000 µM) revelaron que un efecto mutagénico directo 
de los ácidos biliares al ADN es poco probable, como se ha descrito en algunos 
trabajos (Nair et al., 2000).  
Utilizando este modelo comprobamos que la TAA sí inducía un daño 
genotóxico, cuando el biosensor microbiano se incubaba con los metabolitos 
reactivos de la TAA (como el TASO2) formados por conversión enzimática tras la 
exposición con un cultivo de hepatocitos de rata. 
Los resultados obtenidos demuestran que existe una relación entre la 
colestasis crónica y el crecimiento y proliferación del CGC. Esto sugiere que la 
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acumulación de ácidos biliares en el tejido hepático puede estimular el desarrollo del 
CGC por un papel co-carcinogénico más que actuando como agentes 
carcinogénicos, ya que no se observó un daño directo de los ácidos biliares al ADN 
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4.2. EVALUACIÓN DE LA POTENCIAL UTILIDAD DE DERIVADOS 
CITOSTÁTICOS DE ÁCIDOS BILIARES EN EL TRATAMIENTO DEL CGC 
Como se ha comentado anteriormente, el CGC presenta una elevada mortalidad 
debido: i) a que se detecta cuando se encuentra en un estado de desarrollo muy 
avanzado, que desaconseja su extirpación quirúrgica, y ii) a que es muy poco sensible 
a la quimioterapia disponible. Esto ha llevado a que se esté invirtiendo un gran 
esfuerzo en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.  
En los últimos años ha aumentado el interés por las terapias vectorizadas; un 
ejemplo es el uso de TKIs y anticuerpos monoclonales, cuyas dianas selectivas son 
RTK de la familia ErbB. Como hemos descrito en el apartado anterior, Neu (el 
homólogo de ErbB2 en ratas) se encuentra sobre-expresado en el CGC. Se ha 
descrito que tanto ErbB2 como ErbB1 (también conocido como EGFR, receptor del 
factor de crecimiento epidérmico) se encuentran sobre-expresados en CGC (Altimari et 
al., 2003). Estos RTK están involucrados en las respuestas celulares a factores de 
crecimiento, por lo que la sobre-expresión de estas proteínas en la membrana 
plasmática, se relaciona con un aumento de la proliferación celular y, por tanto, de la 
capacidad del tumor para crecer y expandirse. La sobre-expresión de estos genes 
puede hacer que un tumor sea más agresivo, pero también puede hacer que el cáncer 
sea más sensible a algunos agentes quimioterapéuticos (Shafizadeh et al., 2010). Por 
esta razón, ésta es una de las vías actuales de investigación de nuevos tratamientos 
del CGC.  
Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral hemos querido explorar otra manera 
de llevar a cabo terapias vectorizadas aprovechando la expresión de una proteína más 
específica del tejido colangiolar, como es el transportador de ácidos biliares ASBT, y la 
experiencia de nuestro grupo de investigación en el desarrollo de fármacos derivados 
de ácidos biliares.  
En los últimos años se ha llevado a cabo la síntesis de varias familias de 
compuestos caracterizados por poseer un grupo similar a un ácido biliar conjugado 
con un agente cistostático capaz de interaccionar con el ADN y/o la maquinaria 
replicativa (Marin et al., 1998b). El objetivo era utilizarlos como agentes citostáticos 
frente a tumores localizados en tejidos del circuito enterohepático, ya que son capaces 
de captar eficazmente ácidos biliares y sus derivados.  
Una de estas familias se denominó “Bamet” (de las siglas en inglés “bile acid” y 
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interesantes en los estudios realizados en modelos de HCC, (Dominguez et al., 2001) 
(Macias et al., 1998) (Macias et al., 1999) y de cáncer de colon (Monte et al., 2005), ya 
que los compuestos mantienen las características organotrópicas de los ácidos 
biliares, y los efectos citostáticos in vitro y antitumorales in vivo propios del cisplatino, 
pero prácticamente se eliminan sus efectos secundarios (nefrotoxicidad y 
mielotoxicidad), ya que se disminuye la exposición de los tejidos no comprendidos en 
la circulación enterohepática. Otra ventaja que tienen los Bamets frente al cisplatino es 
que no se necesita realizar una administración intravenosa, ya que la presencia de 
ASBT en el intestino favorece la absorción intestinal cuando se administran por vía 
oral. 
Uno de los compuestos que ha presentado mejores resultados en los estudios 
preclínicos ha sido el cis-diamino-bisursodesoxicolato-platino (II) o Bamet-UD2, 
formado por unión, mediante enlaces de coordinación, de cisplatino y dos moléculas 
de ácido ursodesoxicólico (UDCA). Este compuesto presentó gran organotropismo 
hepático, fuerte actividad citostática in vitro y efecto antitumoral in vivo frente a 
tumores derivados de HCC implantados en el hígado de ratones inmunodeprimidos 
(Marin et al., 1998a) (Dominguez et al., 2001).  
La estructura química del Bamet-UD2 se muestra en la figura 20, y también la de 
los compuestos relacionados, el UDCA y el cisplatino. La unión de los ácidos biliares al 




















Figura 20: Estructura del Bamet-UD2 y de sus componentes nativos, el cisplatino y el ácido 
ursodesoxicólico (UDCA). Los círculos muestran los lugares de unión de las moléculas. 
 
Como objetivo global de este segundo bloque de resultados nos planteamos 
investigar si la utilización de derivados citostáticos de ácidos biliares podría ser una 
buena estrategia para el tratamiento del CGC. 
La proteína ASBT, codificada por el gen SLC10A2, es el transportador de ácidos 
biliares más relevante en el colangiocito (Xia et al., 2006) y también está presente en 
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el íleon, donde en condiciones fisiológicas lleva a cabo la absorción de estas 
moléculas, una vez que han participado en la emulsión de las grasas de la dieta. En 
estudios previos, se ha sugerido que ASBT y otros sistemas de transporte de aniones 
orgánicos podrían ser los responsables de la captación de Bamet-UD2 en el intestino 
(Ballestero et al., 2006).  
Varios estudios han descrito que los niveles de las proteínas transportadoras de 
ácidos biliares disminuyen en los tumores hepáticos e intestinales, en comparación 
con el tejido sano (Kullak-Ublick et al., 1996) (Ballestero et al., 2006) pero, a pesar de 
ello, se ha demostrado que los ácidos biliares son útiles para vectorizar fármacos 
hacia estos tumores (Monte et al., 1999) (Dominguez et al., 2001) (Monte et al., 2005). 
En base a estos datos, en primer lugar, decidimos analizar los niveles de ASBT 
en muestras de CGC de rata inducido con el modelo de administración de TAA, en 
biopsias humanas de CGC, y en tejido pareado no tumoral y, posteriormente, 
determinar la capacidad de las células tumorales colangiolares de captar ácidos 
biliares. 
 
4.2.1. Expresión de ASBT en CGC y captación de ácidos biliares  
La expresión del ARNm de ASBT/Asbt se determinó por RT-PCR-Q utilizando 
hígado humano o de rata sano como calibrador. Como se observa en la figura 21 
existía una importante variabilidad en los niveles de expresión en los tumores y en el 
tejido pareado no tumoral, tanto en el tejido de rata (Figura 21A) como en el tejido 
humano (Figura 21C). En la mayoría de los tumores había un aumento de expresión 
comparado con el tejido no tumoral, pero también aparecían tumores con niveles muy 
bajos. En los tumores de rata encontramos valores diferentes entre tumores de un 
mismo animal, lo que probablemente esté relacionado con los distintos tipos de 
tumores con características histológicas muy diferentes que era posible encontrar en 
un mismo animal. 
Cuando se representó la media de todos los tumores (Figuras 21B y 21D), 
encontramos una tendencia a aumentar la expresión en el tejido tumoral frente al no 
tumoral, aunque las diferencias no fueron significativas ni en el tejido de rata, ni en el 
humano. 
El hecho de que los niveles de ASBT/Asbt se mantengan o aumenten en la 
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alcanzar el interior de las células colangiolares tumorales, que es un paso clave para 















Figura 21: Niveles de expresión del ARNm de Asbt/ASBT determinados por 
RT-PCR-Q en CGC de rata (n=18) y tejido adyacente no tumoral (n=8) (A) o 
CGC humano (n=14) y tejido adyacente no tumoral (n=14) (C), 
representados como niveles de expresión en cada muestra (A y C) o como 
media de la expresión en el tejido tumoral y en tejido no tumoral (B y D). 
Los valores se expresan como media±EEM de la abundancia relativa 
respecto al calibrador (hígado control) y normalizados por los valores de 
ARNm de β-actina (en las muestras de rata) o GAPDH (en las muestras 
humanas). NT: tejido pareado no tumoral. 
 
Para confirmarlo, decidimos realizar un experimento in vivo, administrando a 
ratas tratadas con TAA durante 36 semanas un ácido biliar fluorescente sintetizado en 
nuestro laboratorio por unión del ácido biliar glicocólico a isotiocianato de fluoresceína 
(el colil-glicil-isotiocianato de fluoresceína o FITC-GC). Tras la administración de una 
infusión de FITC-GC (100 nmol/min, 30 min) por vía intravenosa, se recogieron 
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muestras de tejido que contenían tumores y tejido no tumoral para determinar la 
localización del compuesto por inmunofluorescencia. 
Se realizaron cortes del tejido en un criostato y se visualizó la señal del FITC-GC 
en un microscopio de fluorescencia. En algunas secciones, se realizó una tinción con 
hematoxilina-eosina para diferenciar más fácilmente el tejido tumoral del no tumoral 
por el aspecto histológico.  
La figura 22 se corresponde con dos muestras representativas de tejido hepático 
analizadas mediante microscopía óptica (Figuras 22A y 22B) o de fluorescencia 
(Figuras 22C y 22D). En el primer caso, se aprecian zonas de CGC de “tipo intestinal” 
al lado de áreas aisladas de hepatocitos. Como se observa en las figuras 22C y 22D, 
tanto los hepatocitos (rodeados por líneas discontinuas), como las zonas de CGC, 
presentaban una buena señal de fluorescencia correspondiente a la captación de 
FITC-GC. Sólo en las zonas de tejido fibrótico que separaban las áreas de hepatocitos 
del tejido tumoral, la señal de fluorescencia era más débil, lo que sugiere la menor 















Figura 22: Captación de FITC-GC en cortes de tejido hepático de ratas tratadas con TAA durante 
36 semanas. Tinción con hematoxilina-eosina (A y B). Fluorescencia resultante a la incorporación 
de FITC-GC (C y D). Las fotos de hematoxilina-eosina se corresponden con la misma sección 
tisular que las fotos de fluorescencia colocadas debajo. Objetivo: 10x. Las flechas indican células 
colangiolares fluorescentes en las áreas de CGC. Los asteriscos marcan las zonas de tejido 
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Para dilucidar de manera más precisa si la señal fluorescente observada en las 
zonas tumorales se debía a captación por las células de CGC, llevamos a cabo el 
inmunomarcaje de estas células con el anticuerpo anti-CK-7 asociado a fluorescencia 
roja y analizamos los cortes en un microscopio confocal. Como se observa en la figura 
23, la señal citoplasmática intensa que correspondía al marcador de colangiocitos, en 
rojo (Figura 23B), coincidía con la señal intracelular más débil del FITC-GC, en verde 
(Figura 23A), lo que se aprecia más claramente en la figura 23C que muestra la co-
localización de las dos señales fluorescentes. En esta última imagen se muestran 
también los núcleos teñidos con Dapi para apreciar la distribución de los colangiocitos 







Figura 23: Co-localización por inmunofluorescencia en cortes de tumores inducidos en ratas por 
administración de TAA, de la fluorescencia del FITC-GC (A), en verde, y células colangiolares marcadas 
con el anticuerpo frente a CK-7 (B), marcado en rojo. C, muestra la mezcla del marcaje de FITC-GC y CK-
7. Los núcleos se tiñeron con Dapi. Barra de escala: 10 µm. 
 
4.2.2. Captación de Bamet-UD2 en tumores de CGC de rata 
El siguiente objetivo fue investigar si las células de CGC también podían captar 
el derivado citostático Bamet-UD2. Para ello, llevamos a cabo experimentos in vivo, en 
los que administramos dos dosis de Bamet-UD2 o de cisplatino (10 nmol/g p.c.) por vía 
intraperitoneal (los días 0 y 4) a ratas que recibieron tratamiento con TAA durante 36 
semanas para inducir el desarrollo de CGCs (como se describió en el apartado 3.4.3). 
Un día después de la segunda dosis de Bamet-UD2 o cisplatino, los animales se 
sacrificaron para obtener muestras de tejido tumoral y no tumoral y llevar a cabo la 
determinación de Pt por espectrofotometría de absorción atómica. 
Para normalizar las comparaciones entre distintos animales y grupos 
experimentales, también se recogieron muestras de sangre para medir la 
concentración de Pt en suero, lo que es un índice de los niveles a los que están 
expuestos el hígado y el resto de los tejidos extrahepáticos.  
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La figura 24A recoge la cantidad de Pt expresada por gramo de tejido en 
tumores y en tejido no tumoral en los animales que recibieron cisplatino o Bamet-UD2. 
No se encontraron diferencias en la cantidad de Pt en el tejido tumoral y no tumoral de 
los animales que recibieron cisplatino, mientras que en los tratados con Bamet-UD2, la 








Figura 24. Contenido en platino determinado por espectrometría de absorción 
atómica en muestras de tumores y tejido pareado no tumoral (NT) (A) y en suero 
(B) obtenidos de ratas tratadas con TAA durante 36 semanas y que recibieron dos 
dosis de 10 nmol/g p.c de Bamet-UD2 o cisplatino por vía intraperitoneal. Los 
valores son media±EEM de n=6 muestras por grupo. *, p<0,05 comparado con el 
grupo de cisplatino. 
 
En estudios previos de biodistribución de Bamet-UD2 en animales sanos 
encontramos que los niveles de este compuesto en el tejido hepático eran mayores 
que cuando se administraba cisplatino (Dominguez et al., 2001). En este estudio, sin 
embargo, hemos encontrado que los animales que recibieron cisplatino presentaron 
una acumulación de Pt en el tejido no tumoral mayor que la cantidad presentada por el 
tejido no tumoral de los animales que fueron tratados con Bamet-UD2. 
La concentración de Pt en suero (Figura 24B) fue 9 veces mayor en los animales 
tratados con cisplatino que en los que recibieron Bamet-UD2, probablemente, porque 
este último es retirado de la circulación sanguínea por los transportadores hepáticos 
(Macias et al., 1999). La concentración tan elevada de cisplatino que se detectaba en 
suero a las 24 h de administrar la segunda dosis puede tener consecuencias adversas 
en los tejidos más sensibles. 
Cuando calculamos la relación entre los niveles de Pt en el tejido y los niveles en 
suero (Figura 25) encontramos que los niveles en los tumores y el tejido no tumoral 
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misma relación se mantenía en el tejido no tumoral de los animales que recibieron 
Bamet-UD2, sin embargo, encontramos que el tejido tumoral acumulaba este 







Figura 25. Relación entre los niveles de platino en muestras de tumores y tejido 
pareado no tumoral (NT) y en suero obtenidos de ratas tratadas con TAA durante 
36 semanas y que recibieron dos dosis de 10 nmol/g p.c de Bamet-UD2 o 
cisplatino por vía intraperitoneal. Los valores son media±EEM de de n=6 muestras 
por grupo. *, p<0,05 comparado con el grupo de cisplatino. 
 
Hay que tener en cuenta que los Bamets son eliminados principalmente por vía 
biliar (Macias et al., 1999), mientras que el cisplatino se elimina vía renal, produciendo 
efectos tóxicos importantes en este tejido que pueden llegar a condicionar que el 
tratamiento pueda seguir adelante por los graves efectos adversos. El hecho de que 
los animales tratados con TAA durante 36 semanas presenten una funcionalidad 
hepática reducida (Tabla 3), que puede estar sobrecargando al riñón durante mucho 
tiempo, puede justificar que la administración de un nefrotóxico, como el cisplatino, 
potencie el daño renal y sea responsable de que el cisplatino sea eliminado del 
organismo más lentamente.  
Cuando determinamos los niveles de marcadores de funcionalidad renal en el 
suero de los animales tratados con cisplatino encontramos valores medios de 
creatinina de 4,19±0,3 mg/dL comparados con <0,5±0,1 mg/dL en los que recibieron 
Bamet-UD2. Algo similar ocurrió al determinar urea, para la cual los valores medios 
fueron de 214±17 mg/dL en el grupo de cisplatino y de 36,4±4,0 en el grupo que 
recibió Bamet-UD2. Lo que indicaba que el tratamiento con cisplatino inducía de un 
importante daño renal, que no se producía en animales tratados con Bamet-UD2. 
A continuación, nos planteamos investigar la actividad citostática del Bamet-UD2 
en líneas celulares de CGC. Puesto que existe una “variabilidad” histológica 
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importante en los CGCs desarrollados tanto en humanos (Komuta et al., 2012) como 
en los animales, decidimos plantear como objetivo parcial de esta Tesis Doctoral 
obtener líneas celulares a partir de los tumores colangiolares desarrollados en las 
ratas con el modelo de administración de TAA en el agua de bebida para unirlas a las 
dos líneas comerciales de CGC, una de rata y una humana, que ya disponíamos en el 
laboratorio. 
 
4.2.3. Obtención y caracterización de líneas celulares de CGC de rata 
Para la obtención de líneas celulares de CGC utilizamos ratas que habían 
desarrollado tumores colangiolares tras la administración crónica de TAA durante 40 
semanas. Para el aislamiento de las células tumorales, seguimos una modificación de 
un protocolo habitual utilizado en nuestro laboratorio para el aislamiento de hepatocitos 
(apartado 3.6 de Material y Métodos). 
A partir de las células aisladas se realizó un cultivo primario, que como se observa 
en la figura 26A, era heterogéneo y además de colangiocitos, se observaban 
hepatocitos y fibroblastos, mayoritariamente. Tras realizar una doble selección clonal 
por dilución límite, tal y como se resume de manera esquemática en las figuras 26B-







Figura 26. Imágenes de microscopía de contraste de fases que resumen los pasos seguidos para la 
obtención de la línea celular REUSAL-C44. (A) Cultivo primario una semana después del aislamiento a 
partir de CGC inducido en una rata por administración de TAA durante 40 semanas. (B) Primera 
selección clonal por dilución límite a partir de una única célula y (C) posterior crecimiento de la colonia. 
(D) Segunda selección clonal por dilución límite y (E) aspecto de la línea celular REUSAL-C44. Objetivo: 
10x. 
 
Siguiendo el mismo protocolo, obtuvimos una segunda línea celular, que 
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comprobado que los cultivos estaban libres de contaminación bacteriana y 
micoplasmas, se expandieron y se llevó a cabo su caracterización. 
En cuanto al aspecto morfológico, observado con el microscopio de contraste de 
fases, era ligeramente diferente entre las dos líneas. Así, las REUSAL-C44 (Figura 26E) 
tenían forma poligonal/alargada, mientras que las REUSAL-C49 (Figura 27B) eran 
menos alargadas, más redondeadas y con un tamaño ligeramente inferior. Como 
característica común, ambas líneas celulares presentaban un núcleo grande, con un 
solo nucléolo, y un citoplasma claro y poco granulado. La figura 27A muestra el aspecto 
de las células REUSAL-C49 antes de llevar a cabo la doble selección clonal, donde se 







Figura 27: Morfología de la línea celular REUSAL-C49. Aspecto del cultivo de las células 
policlonales, una semana después del aislamiento (A) y después del establecimiento de la 
línea celular tras la doble selección clonal (B). Objetivo 10x. 
 
Para caracterizar las células evaluamos la expresión de distintos marcadores, 
entre ellos: CK-7, que como hemos comentado anteriormente se expresa en las células 
colangiolares; Neu, que se asocia con la progresión y malignización de tumores 
colangiolares y GSTpi como marcador de preneoplasia hepática. Con propósitos 
comparativos se incluyó en el estudio la línea celular de CGC de rata comercial NT-92.  
Comenzamos evaluando la expresión de estos marcadores a nivel de ARNm, 
mediante RT-PCR-Q. La figura 28 muestra el resultado de la electroforesis en geles de 
agarosa de los productos de PCR amplificados con “primers” específicos para algunos 
de los genes en las tres líneas celulares. La especificidad de todos los “primers” 
utilizados se confirmó por la aparición de una única banda del tamaño esperado.  
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Figura 28: Análisis de expresión, a nivel de ARNm, de los 
genes CK-7, GSTpi, Asbt y Neu en las líneas celulares de 
CGC de rata REUSAL-C44 (calle 3) y REUSAL-C49 (calle 
4), y en la línea comercial NT-92 (calle 2). En la calle 1 se 
cargó el blanco de reacción (sin ADNc) para mostrar la 
ausencia de amplificación de productos inespecíficos. Se 
incluye el gen β-actina (β-act) que se utilizó como 
normalizador. 
 
Los resultados obtenidos de la RT-PCR-Q se expresaron respecto al tejido 
hepático sano que utilizamos como calibrador y se normalizaron con los niveles de β-act 
en cada muestra. La tabla 4 recoge los resultados para todos los genes analizados para 
la caracterización de las líneas celulares. 
 
Tabla 4: Expresión de genes para caracterizar las líneas celulares de CGC obtenidas a 
partir de tumores inducidos en ratas por tratamiento con TAA (REUSAL-C44 y REUSAL-
C49). Para comparar se ha incluido la línea comercial NT-92. 
 REUSAL-C44 REUSAL-C49 NT-92 
CK-7 +++ +++ +++ 
Neu +++ +++ +++ 
GSTpi +++ ++ +++ 
TGR5 + + + 
Asbt - -- +++ 
Fxr --- --- --- 
Oatp1 --- --- --- 
Oapt2 --- --- --- 
Oatp4 --- --- --- 
Ntcp --- --- --- 
Albúmina --- --- --- 
CD163 --- --- --- 
Los valores de expresión se representaron normalizados con el control endógeno β-
actina, y expresados en % respecto al hígado control que se utilizó como calibrador. (+, 
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Encontramos una marcada sobre-expresión de los genes CK-7 y Neu en las tres 
líneas celulares, mientras que para GSTpi los niveles en las células REUSAL-C44 ≈ NT-
92 > REUSAL-C49. Los niveles de TGR5 estaban moderadamente elevados en las tres 
líneas celulares, mientras que el patrón de expresión de Asbt fue diferente en cada 
línea: NT-92 >> REUSAL-C44 > REUSAL-C49. De hecho, los niveles de expresión de 
Asbt en las dos nuevas líneas fueron menores que los encontrados en el hígado control 
utilizado como calibrador. 
También incluimos la determinación de genes típicos de otras células hepáticas: 
los transportadores de aniones orgánicos Oatp1, Oatp2 y Oatp4; el transportador de 
ácidos biliares dependiente de sodio Ntcp; el receptor nuclear de ácidos biliares Fxr; y la 
albúmina, como marcadores de hepatocitos, y la glicoproteína CD163, como marcador 
de células de Kupffer. Como se observa en la tabla 4, no se detectó ninguno de estos 
genes en ninguna de las líneas celulares analizadas. 
Estos resultados apoyaban que las líneas celulares obtenidas eran de origen 
colangiolar, y el hecho de que existieran diferencias en la expresión de Asbt nos pareció 
interesante para ver si existía relación entre los niveles de este transportador y la 
respuesta al derivado citostático de ácidos biliares. 
Para completar el estudio se realizaron análisis a nivel de la proteína por western 
blot e inmunofluorescencia. La figura 29 muestra western blots representativos de la 
detección de las proteínas CK-7, Neu, y GSTpi. La GAPDH se utilizó como control de 
carga de los geles. 
Como podemos observar las dos nuevas líneas celulares presentaron niveles 
elevados de CK-7, y de una magnitud similar a la encontrada en la línea comercial NT-
92. El oncogén Neu se detectó en las 3 líneas celulares, aunque la señal en las células 
REUSAL-C49 fue ligeramente superior y en la REUSAL-C44 ligeramente inferior que la 
encontrada en las células NT-92.  
Respecto a la proteína GSTpi, sí encontramos diferencias de expresión entre las 
tres líneas celulares, de forma similar a lo que observamos a nivel de ARNm: REUSAL-
C44 ≈ NT-92 > REUSAL-C49. En esta última línea se detectó una señal menor, similar a 





	   141 
 
Resultados y discusión 





















Figura 29: Imagen representativa de la detección por western blot CK-7 (A), Neu (B) 
y GSTpi (C) en homogenados de rata obtenidos de hígado control de rata (calle 1), 
de las líneas celulares de CGC de rata REUSAL-C44 (calle 2), REUSAL-C49 (calle 
3) y NT-92 (calle 4). Se cargaron 50 µg de proteína en cada calle. Los tamaños de 
cada banda se muestran junto al inserto. Como control de carga se utilizó la GAPDH. 
 
 
Puesto que el marcador CK-7 es uno de los más específicos, también analizamos 
por inmunofluorescencia su presencia en las dos líneas celulares generadas. Como se 
observa en la figura 30, ambas líneas mostraron una señal citoplasmática intensa 









Figura 30: Inmunolocalización de CK-7 como marcador de células 
colangiolares en las líneas celulares REUSAL-C44 y REUSAL-C49 obtenidas 
a partir de tumores inducidos por tratamiento con TAA en ratas. Los núcleos, 
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Para determinar si las nuevas líneas celulares mantenían la capacidad 
tumorigénica de los CGCs de partida se utilizaron ratones nude, que se caracterizan por 
estar inmunodeprimidos debido a la carencia congénita de timo. Esto hace necesario su 
alojamiento en jaulas especiales, que se mantienen en el interior de un sistema de 
filtración de aire y termostización, y trabajar en las mayores condiciones de esterilidad 
posibles. 
A los animales se les inyectó una suspensión de 5x106 células REUSAL-C44 o 
REUSAL-C49 de forma subcutánea en el dorso. Tras un periodo de latencia inicial de 2-
4 semanas, observamos que se desarrollaban masas tumorales que alcanzaron 
dimensiones de ≈ 4 cm2 a las 12 semanas (datos no mostrados), momento en el que los 
animales fueron sacrificados. A pesar de que a nivel de proteína encontramos niveles 
distintos de Neu entre las dos líneas (REUSAL-C49 > REUSAL-C44), y que se ha 
propuesto que existe una relación entre los niveles de esta onco-proteína y la capacidad 
tumorigénica, no encontramos diferencias en el crecimiento de los tumores 
desarrollados entre las dos líneas celulares. 
En resumen, disponemos de dos nuevas líneas celulares, REUSAL-C44 y 
REUSAL-C49, que muestran las características típicas de las líneas celulares 
colangiolares, así como propiedades de invasividad y capacidad tumorigénica que 
pueden ser de utilidad para estudios in vitro de la biología tumoral, patogénesis 
molecular y respuesta a fármacos citostáticos frente al CGC.  
Nuestro siguiente paso fue investigar la capacidad citostática del Bamet-UD2 en 
las líneas celulares de CGC, utilizando cisplatino como control positivo.  
 
4.2.4. Efecto citostático del Bamet-UD2 en el CGC  
La determinación de la capacidad del Bamet-UD2 para inhibir la proliferación in 
vitro se llevó a cabo en las líneas celulares de CGC de rata NT-92, REUSAL-C44 y 
REUSAL-C49 y humana TFK1. Además, se incluyó la línea celular HepG2, de 
hepatoblastoma humano, por ser de origen hepatocitario y presentar transportadores 
de ácidos biliares, y la línea celular COR-L23, de carcinoma de pulmón humano, que 
carece de proteínas transportadoras específicas para los ácidos biliares, por estar 
fuera del circuito enterohepático. 
Los experimentos se realizaron tras la exposición a distintas concentraciones de 
Bamet-UD2, cisplatino o UDCA (0-250 µM) durante 72 h, y la viabilidad celular se 
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determinó mediante el test de formazán, que mide la capacidad de las mitocondrias de 
las células vivas de transformar las sales de tetrazolio en formazán. El UDCA no 
afectó al crecimiento del cultivo a las concentraciones utilizadas, por lo que para 

































































































Figura 31: Efecto del cisplatino y el Bamet-UD2 sobre la viabilidad celular en las líneas de CGC de 
rata NT-92 (A), REUSAL-C44 (B) y REUSAL-C49 (C) o humano TFK1 (D), y en las líneas de 
hepatoblastoma humano HepG2 (E) o de carcinoma de pulmón COR-L23 (F). Los valores son 
media±EEM de cuatro experimentos realizados por triplicado. *, p<0,05 comparado con el cisplatino. 
 
Como se observa en la figura 31, el efecto citostático del Bamet-UD2 fue 
diferente en cada línea celular de CGC ensayada. En el caso de las células REUSAL-
C44 el Bamet-UD2 tuvo un efecto citostático marcadamente menor que el del 
cisplatino, como se refleja también al analizar el valor del coeficiente de efectividad por 
vectorización (REV= inhibición inducida por el agente vectorizado, i.e., Bamet-UD2 / 
inhibición inducida por el agente no vectorizado, i.e., cisplatino) (Figura 32A) calculado 
a la concentración de 25 µM, que para esta línea celular fue de 0,16. Cuando 
observamos los datos de la concentración inhibitoria 50 (IC50) para cada fármaco en 
estas células apreciamos una potencia claramente superior para el cisplatino (IC50 ≈ 
18 µM) en comparación con el Bamet-UD2 (IC50 ≈ 100 µM) (Figura 32B). La diferencia 
entre el efecto de ambos compuestos en esta línea celular fue comparable a la 
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mostró un menor efecto inhibitorio de la proliferación comparado con el cisplatino (IC50 
≈ 42 vs IC50 ≈ 0,75	   µM, respectivamente) y el valor de REV fue 0,32, ya que como 
esperábamos, en este caso el ácido biliar no confiere ventaja de vectorización al 
agente farmacológicamente activo (cisplatino) sin el ácido biliar.  
Sin embargo, el efecto citostático del Bamet-UD2 en las células TFK1 y 
REUSAL-C49 fue más parecido al del cisplatino. Así, el valor de REV fue de 0,51 en las 
TFK1 y de 0,89 en las REUSAL-C49, mientras que en las células HepG2 usadas como 








Línea celular IC50 (µM) IC50 (µM)
COR-L23 0,75 42
HepG2 9 31








Figura 32: Coeficiente de efectividad por vectorización (REV) (A) calculado como relación de la 
disminución de la viabilidad celular inducida por Bamet-UD2 vs cisplatino a la concentración de 25 µM. 
Los valores son media±EEM de cuatro experimentos realizados por triplicado. (B) Concentraciones de 
cisplatino o Bamet-UD2 requeridas para reducir la viabilidad celular al 50% (IC50) en líneas celulares de 
CGC de rata NT-92, REUSAL-C44 y REUSAL-C49 y humano TFK1, y en las líneas de hepatoblastoma 
humano HepG2 y carcinoma de pulmón humano COR-L23. 
 
Estos datos reflejan que la potencia del efecto citostático del Bamet-UD2 vs 
cisplatino no se ve marcadamente favorecida por la presencia de proteínas 
transportadoras de ácidos biliares cuando las células en cultivo permanecen 
expuestas a los compuestos durante un tiempo relativamente largo (72 h), lo que no se 
espera que pase en un tratamiento in vivo. 
Para mimetizar de forma más apropiada las condiciones de exposición en 
clínica, donde tras la administración de un agente quimioterapéutico, éste no está en 
contacto continuo con la célula tumoral, sino que normalmente viaja en la circulación 
sanguínea y permanece durante un cierto tiempo a una concentración elevada hasta 
que es eliminado, decidimos evaluar el efecto del Bamet-UD2 y del cisplatino tras 
tiempos de exposición cortos. Para ello, llevamos a cabo experimentos en los que se 
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incubaban las células  durante 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 72 h, con el fármaco, y se evaluaba 
el efecto citostático tras las 72 h del comienzo del experimento (como se detalla en el 
apartado 3.5.3 de material y métodos). 
En la figura 33 se muestra la viabilidad tras la exposición durante distintos 
tiempos a una concentración de 25 µM de Bamet-UD2 o de cisplatino. Para estos 
experimentos se utilizaron las células de CGC humanas TFK1, y de rata REUSAL-C49 
y NT-92. No se incluyeron las células REUSAL-C44 ya que mostraron una sensibilidad 
muy baja al Bamet-UD2 en los experimentos de 72 h de incubación. 
Cuando determinamos el efecto citostático de ambos fármacos con esta nueva 
aproximación experimental encontramos que la reducción en la viabilidad celular tenía 






























































































NT-92 0,54 ± 0,22
REUSAL-C49 0,91 ± 0,28 
TFK1 3,04 ± 0,32
D






Figura 33: Efecto citostático del cisplatino o del Bamet-UD2, a la concentración de 25 µM, en líneas 
celulares de CGC de rata NT-92 (A) y REUSAL-C49 (B) o humanas, TFK1 (C), expuestas a los 
fármacos durante distintos tiempos. Los valores son media±EEM de cuatro experimentos realizados 
por triplicado. (D) Valores de REV en las tres líneas celulares utilizadas, calculado como reducción de 
la viabilidad celular del Bamet-UD2 respecto a la del cisplatino determinada 72 h tras la incubación con 
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Analizando por separado las curvas de viabilidad celular del Bamet-UD2 y del 
cisplatino, apreciamos que tras las 2 h de exposición al Bamet-UD2 se alcanzaba 
prácticamente la máxima reducción en la viabilidad celular obtenida con este 
compuesto a lo largo del barrido de tiempos de incubación para las tres líneas 
celulares estudiadas. Sin embargo, cuando analizamos el efecto del cisplatino, 
encontramos que con 2 h de exposición hay una reducción en la viabilidad celular, 
pero el efecto citostático de este fármaco se incrementa a medida que aumenta el 
tiempo de exposición. 
Estos datos indican que a un tiempo de exposición corto (2 h) se marca más el 
efecto citostático mediado por la captación del fármaco vectorizado frente al efecto 
mostrado por el agente citostático nativo. 
Con este modelo experimental de incubación con los agentes citostáticos 
durante un barrido temporal observamos que tras una breve exposición de 2 h la 
potencia del efecto citostático de ambos fármacos era similar, como se demuestra en 
las curvas de viabilidad y en los valores de REV calculados (figura 33). Cuando 
comparamos los valores de REV obtenidos después de la exposición a la concentración 
de  25 µM de los fármacos durante 72 h ó 2 h observamos que este valor pasó de 0,45 
a 0,54 en las células NT-92, de 0,89 a 0,91 en las células REUSAL-C49 y de 0,51 a 3 
en las células TFK1, lo que indica que, en estas condiciones, el efecto del Bamet-UD2 
en relación al del cisplatino fue mayor que cuando el análisis se llevaba a cabo tras 
una exposición a los fármacos durante 72 h.  
Estos datos apoyan que el mejor modelo experimental para evaluar el papel de 
un agente citostático vectorizado, que requiere de sistemas transportadores, es un 
periodo de exposición corta (2 h), ya que a tiempos de incubación mayores se anula la 
ventaja que proporciona el agente vectorizado (Bamet-UD2) respecto al compuesto no 
vectorizado (en este caso el cisplatino).  
Los resultados observados en las figuras 31 y 33 indican que el Bamet-UD2 
ejerce un efecto citostático en líneas celulares de CGC. Sin embargo, el efecto en 
algunos casos fue menor del esperado cuando se comparaba con la potencia del 
cisplatino. Este hecho nos llevó a plantearnos si la menor potencia del Bamet-UD2 
podría ser debida a una mayor expulsión celular del fármaco por bombas de eflujo de 
la superfamilia ABC, ya que se ha descrito que estas bombas participan en el eflujo de 
una gran variedad de sustancias y determinan una reducción del contenido intracelular 
de muchos fármacos citostáticos (Chan et al., 2004). 
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4.2.5. Actividad de bombas de eflujo en líneas de CGC de rata y humano 
Para determinar la actividad de bombas de eflujo en las líneas celulares de CGC, 
llevamos a cabo ensayos de citometría de flujo en los que utilizamos sustratos 
fluorescentes específicos para los distintos transportadores a estudiar, e inhibidores 
específicos de su actividad, tal como se detalla en el apartado 3.14 de Material y 
Métodos. Además, evaluamos la expresión a nivel de ARNm de las bombas de 
exportación MDR1 (ABCB1B), MRP1 (ABCC1), MRP3 (ABCC3) y BCRP (ABCG2). La 
expresión de estos genes se muestra en las tablas 5 y 6 (en el estudio de expresión 
también se incluyeron las células REUSAL-C44, ya que como comentamos mostraron 
un bajo efecto al Bamet-UD2 tras 72 h de exposición). 
Comenzamos investigando la actividad de proteínas de la familia MRP	  (del inglés 
“multidrug resistance associated protein”), ya que es bien conocido que estas bombas 
de exportación confieren resistencia a las células tumorales frente a fármacos por 
expulsión activa de éstos desde el interior celular (Muller et al., 1997). Se sabe que la 
MRP2 puede transportar ácidos biliares divalentes conjugados sulfatados o 
glucuronidados (Akita et al., 2001), y otros miembros de esta familia como las 
proteínas MRP1, MRP3 y MRP4 son capaces de transportar ácidos biliares mono y 
dianiónicos mediante mecanismos en los que puede estar implicado el GSH (Ballatori 
et al., 2005). Algunos trabajos han descrito que las MRPs más expresadas en líneas 
celulares de CGC son la MRP1 y la MRP3 (Tepsiri et al., 2005). Como se observa en 
la tabla 5, tanto MRP1 y MRP3 se sobre-expresaban en las líneas de CGC de rata, y 
en la humana (tabla 6) aunque con un nivel variable. 
Tabla 5: Expresión de bombas de exportación en líneas de CGC de rata evaluados por RT-PCR-Q. Se 
muestra el Ct para el hígado control de rata (usado como calibrador). En las líneas celulares se muestra la 
expresión de cada gen en % respecto a la expresión del calibrador. Entre paréntesis se muestra el valor 
del ΔCt de cada gen respecto al gen normalizador β-actina. 
 Ct calibrador NT-92 REUSAL-C49 REUSAL-C44 
Abcb1b 22 (4,48) 25.1±5.6 (6,47) 104,2±43.1 (4,42) 160±29.3 (3,82) 
Abcc1 29 (11,48) 7727±590 (5,30) 689±75 (8,62) 5163±181 (5,74) 
Abcc3 26 (8,98) 2961±442 (4,31) 268±7 (5,57) 808±175 (6,05) 
Abcg2 26 (9,15) 0.03±0.01 (20,98) 271±18 (7,75) 349±40 (7,23) 
     
	    
Para evaluar la actividad de las MRPs en nuestras líneas de CGC llevamos a 
cabo experimentos en los que incubábamos las células con un sustrato específico de 
todas las MRPs, la calceína, a una dosis de 1 µM. Como inhibidor utilizamos el 
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el tiempo de incubación (30 min) se eligieron a partir de experimentos preliminares de 
puesta a punto (datos no mostrados). 
La figura 34 muestra el resultado expresado como eflujo de calceína respecto al 
porcentaje de la carga. Se observa que la exportación de este sustrato fue diferente en 
las líneas de CGC de rata y humano, ya que en las células TFK1, el eflujo de calceína 
fue próximo al 30%, mientras que en las células NT-92 y REUSAL-C49 la exportación 
fue menor del 10 ó 5%. Además, cuando se añadía el inhibidor de MRPs, el 
probenecid, a la suspensión de células TFK1, el eflujo se reducía de manera dosis 
dependiente (Figura 34C) al 18% y 10% con las dosis de 100 µM ó 500 µM, 
respectivamente. 
 
Tabla 6: Expresión de bombas de exportación en las células de CGC 
humano TFK1 evaluada por RT-PCR-Q. Se muestra el Ct para el hígado 
control humano (usado como calibrador). Se muestra la expresión de cada 
gen en % respecto a la expresión del calibrador. Entre paréntesis se 
muestra el valor del ΔCt de cada gen respecto al gen normalizador GAPDH. 
 Ct calibrador TFK1 
ABCB1B 28 (4,45) 1.05±0.01 (11,03) 
ABCC1 26 (4,46) 4972±155 (-1,17) 
ABCC3 23 (1,11) 1766±1079 (-2,69) 
ABCG2 24 (1,55) 41,6±9 (2,85) 
   
	   	  
Puesto que en las líneas de CGC de rata NT-92 y REUSAL-C49 apenas se 
modificaba la exportación de calceína, podemos deducir que en estas células la 
actividad de las MRPs en el eflujo de fármacos sería poco relevante. Sin embargo, las 
MRPs sí podrían tener un papel importante en la expulsión de fármacos en la línea 
celular TFK1.  
Otra bomba de exportación importante de la superfamilia ABC, es la MDR1 (del 
inglés “multidrug resistance protein 1”), gen ABCB1B, también conocida como 
glicoproteína P. Esta bomba es capaz de mediar el eflujo de una gran cantidad de 
compuestos con actividad antitumoral y también de antibióticos y antivirales (Evans, 
2000) (Hunter et al., 1991). Algunos trabajos publicados han descrito que las líneas 
celulares de CGC tienen una abundante expresión de este transportador (Tepsiri et al., 
2005). En nuestras líneas celulares encontramos una expresión variable para esta 
bomba, así en las REUSAL-C44 y REUSAL-C49 la expresión fue similar al hígado 
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control, mientras que en las NT-92 y en las TFK1 había una reducción de la expresión 
(Tablas 5 y 6). 
Para evaluar el papel de MDR1 en líneas de CGC utilizamos como sustrato la 
rodamina 123 a una concentración de 1 µM, y como inhibidor el verapamilo a las dosis 
de 5 y 10 µM, y el tiempo de incubación con la suspensión celular fue de 30 min. En 
este caso, el eflujo mediado por MDR1 fue mucho más importante en las células de 
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Figura 34. Eflujo de calceína (mediado por MRPs) (A-C) o rodamina 123 (por MDR1) (D-F) tras 30 
min, expresado como porcentaje de la carga, en las células de CGC de rata NT-92 (A y D), 
REUSAL-C49 (B y E) o humanas TFK1 (C y F). Como inhibidor específico de MRPs se utilizó el 
probenecid (A-C), y como inhibidor de la MDR1 el verapamilo (D-F). Los valores son media±EEM de 
cuatro experimentos realizados por triplicado. *, p<0,05 comparado con el eflujo en ausencia de 
inhibidor. 
 
En las células TFK1 la exportación mediada por MDR1 fue de un 15%, y éste se 
reducía al 10% en presencia de su inhibidor, el verapamilo, a las dos concentraciones 
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55% de la carga, y el eflujo de este sustrato se reducía a la mitad cuando la 
suspensión celular se incubaba en presencia de 5 ó 10 µM de verapamilo (Figura 
34D). Encontramos algo similar en las células REUSAL-C49, en las que la exportación 
de rodamina mediada por MDR1 fue próxima al 67%, y se reducía a la mitad en 
presencia del inhibidor (Figura 34E). Estos datos sugieren que la actividad de MDR1 
en las líneas celulares de CGC rata podría jugar un papel importante reduciendo la 
concentración intracelular de agentes citostáticos. 
Por último, también se evaluó la actividad de la proteína BCRP (del inglés 
“breast cancer resistance protein”), gen ABCG2, otro miembro de la superfamilia ABC. 
Se ha descrito que la expresión de BCRP en tumores constituye un problema 
importante en la resistencia a la quimioterapia, debido a su capacidad para exportar 
una gran variedad de fármacos antitumorales (Kusuhara et al., 2007). Entre los 
compuestos endógenos que son sustratos de BCRP se encuentran los ácidos biliares 
(Blazquez et al., 2012), con mayor eficacia para los derivados sulfatados (Imai et al., 
2003) (Janvilisri et al., 2005). En el análisis de expresión encontramos que BCRP se 
sobre-expresaba ligeramente en las células REUSAL-C44 y C49, mientras que en las 
NT-92 y TFK1 mostraba una menor expresión que la presentada por el hígado control 
(Tablas 5 y 6). 
Al igual que para los casos anteriores, evaluamos la actividad de BCRP 
mediante estudios de citometría de flujo, en los que utilizamos como sustrato BODIPY-
prazosina a una concentración de 1 µM y como inhibidor la fumitremorgina C a una 
dosis 5 veces superior, y la incubación con la suspensión celular fue también de 30 
min.  
No observamos eflujo de BODIPY-prazosina en ninguna de las líneas celulares 
ensayadas (datos no mostrados) y, en consecuencia, tampoco se observó inhibición al 
incubar las células con fumiremorgina C. Estos datos reflejan que la BCRP no parece 
tener un papel cuantitativamente importante en estas células de CGC. 
Puesto que los experimentos realizados por citometría de flujo indicaban que 
algunas bombas de exportación de la familia ABC son activas en las líneas celulares 
de CGC, principalmente las MRPs y la MDR1, evaluamos si el efecto citostático del 
Bamet-UD2 observado in vitro podría verse reducido por la actividad de estas bombas 
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4.2.6. Efecto de inhibidores de bombas de eflujo sobre el potencial citostático 
del Bamet-UD2 en líneas celulares de CGC de rata y humano 
Para investigar este punto, llevamos a cabo estudios de viabilidad celular en las 
líneas celulares de CGC utilizando el Bamet-UD2 y el cisplatino en combinación con 
los inhibidores específicos probenecid (para las MRPs) y verapamilo (para la MDR1) a 
las dosis de 100 µM y 10 µM, respectivamente. Las dosis fueron elegidas en base a 
los datos previos obtenidos en los experimentos de citometría de flujo. También en 
base a estos experimentos descartamos utilizar el inhibidor de BCRP.  
Puesto que habíamos comprobado que el mejor modelo experimental para llevar 
a cabo estudios in vitro de efecto citostático de un agente vectorizado era una 
exposición corta, decidimos evaluar el efecto del Bamet-UD2 y del cisplatino en 
combinación o no con probenecid, verapamilo o ambos, tras una incubación de 2 h, y 
realizando el test de formazán a las 72 h de la adicción de los compuestos. La tabla 7 
recoge los resultados obtenidos expresados como porcentaje de disminución de la 
viabilidad celular al añadir al cultivo el inhibidor de MRPs probenecid, o el de MDR1 
verapamilo, o ambos, respecto a la viabilidad celular mostrada por el agente citostático 
(cisplatino o Bamet-UD2) en ausencia de inhibidores de bombas de eflujo.  
Tabla 7: Efecto de los inhibidores de bombas de exportación, probenecid (inhibidor 
de MRPs) o verapamilo (inhibidor de MDR1) o ambos, en líneas celulares de CGC 
de rata, NT-92 y REUSAL-C49, y humanas TFK1. 
  Cisplatino Bamet-UD2 
TFK1 
+Probenecid 0,2 ± 13,5 1,1 ±	  9,4 
+Verapamilo 10,8 ±	  12,3 2,8 ±	  3,8 
+ Pro + Ver 8,0 ±	  3,0 7,6 ±	  3,0 
NT-92 
+Probenecid 0,9 ± 11,8 0 ±	  8,4 
+Verapamilo 0 ±	  4,2 4,3 ±	  2,9 
+ Pro + Ver 6,3 ±	  8,0 5,7 ±	  4,7 
 +Probenecid 5,8 ±	  12,9 0 ±	  11,4 
REUSAL-C49 +Verapamilo 13,1 ±	  5,5 12,43 ±	  3,7 
 + Pro + Ver 25,25 ±	  8,8 16,58 ±	  1,3 
	   	  
Las células se incubaron con 25 µM de cisplatino o Bamet-UD2 en presencia o 
ausencia de inhibidores de eflujo. El resultado se representa como porcentaje de 
disminución de la viabilidad celular al añadir el inhibidor específico comparado con 
la del compuesto citostático en ausencia de inhibidor. Los valores son media±EEM 
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Puesto que habíamos observado que las células de CGC de rata presentaban 
una marcada actividad de la MDR1 (Figuras 34 D y 34E), esperábamos que al añadir 
al cultivo verapamilo se redujese el eflujo de los compuestos citostáticos, lo que se 
reflejaría en un mayor efecto de los mismos. Como se muestra en la tabla 7, las 
células de CGC de rata expuestas al Bamet-UD2 redujeron la viabilidad celular en 
presencia de verapamilo (un 4,3% en las células NT-92 y un 12,4% en las REUSAL-
C49). Cuando se añadía probenecid no se observó modificación del efecto del Bamet-
UD2, lo cual era esperable ya que estas líneas celulares no presentaron actividad de 
bombas MRPs. En el caso en el que ambos inhibidores se añadían conjuntamente al 
cultivo, observamos que el efecto era similar al detectado cuando las células se 
incubaban sólo con el verapamilo. 
Cuando evaluamos los resultados en las mismas líneas cuando se incubaron 
con cisplatino, encontramos una alta variabilidad, pero se puede observar cierta 
tendencia a la reducción del eflujo cuando el probenecid y el verapamilo se añadían de 
modo conjunto, dato que resultó significativo en la línea REUSAL-C49. 
Por otro lado, en las células TFK1, que mostraban una baja actividad para la 
MDR1 pero que tenían activo la exportación mediada por MRPs, la adición de los 
inhibidores específicos de estas bombas al cultivo potenció ligeramente el efecto 
citostático del Bamet-UD2, y la mejor condición observada fue la incubación de las 
células con ambos compuestos a la vez, ya que en este caso la viabilidad celular 
mostrada para Bamet-UD2 se redujo un 7,6%. Sin embargo, un efecto similar se 
observó cuando el agente citostático empleado era el cisplatino; pero en ninguno de 
los casos el efecto fue significativo. 
Los resultados observados indicaban que, aunque los sistemas de exportación 
permanecían activos y el bloqueo específico de bombas ABC con inhibidores favorecía 
el efecto citostático del derivado de ácido biliar, la contribución de estas bombas a la 
expulsión de Bamet-UD2 y al menor efecto del mismo no era determinante, ni 
justificaba la menor potencia del Bamet-UD2 frente al cisplatino.  
A continuación, quisimos profundizar en los mecanismos de entrada que podrían 
influir en una mayor o menor captación del derivado citostático y, en consecuencia, 
también en el efecto final observado. Por ello, el siguiente paso fue evaluar si el menor 
efecto del Bamet-UD2 era debido a una baja capacidad de captación de ácidos biliares 
por las líneas celulares de CGC.  
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4.2.7. Captación de [3H]-TCA en líneas celulares de CGC de rata y humano 
Realizamos estudios de la capacidad de captación de un ácido biliar marcado 
radiactivamente, el TCA, en las líneas celulares de CGC, y además incluimos como 
control negativo las células COR-L23. En la figura 35, se muestra la captación en 
función del tiempo del [3H]-TCA en las líneas celulares ensayadas. Como se puede 
observar todas las líneas de CGC captaban TCA de modo similar, alcanzándose el 
máximo de captación a los 15 min de incubación, que se mantenía hasta el tiempo 
final del experimento (1 h). Las células COR-L23, que carecen de sistemas de 
transporte específicos, mostraron una menor captación del ácido biliar, pero las 
diferencias en los niveles de captación no fueron muy diferentes a la de las líneas NT-









Figura 35 Evolución temporal de la captación de [3H]-TCA en líneas 
celulares de CGC de rata NT-92 y REUSAL-C49 y humano TFK1, o 
en las línea de carcinoma de pulmón humano COR-L23. Los valores 
son media±EEM de cuatro experimentos realizados por triplicado. 
 
En la figura 36 se representa la captación de [3H]-TCA determinada tras 1 h de 
incubación en las mismas líneas celulares, pero también se incluyeron como control 
positivo las células Alexander silvestres y células Alexander transfectadas con Asbt. 
 A pesar de que se sabe que las células Alexander mantienen la capacidad de 
captar ácidos biliares, no encontramos diferencias entre la captación de la línea 
derivada de hepatocitos y las de CGC.  
Para investigar si la presencia de ASBT dotaba a las células de capacidad de 
incorporar ácidos biliares, utilizamos las células Alexander, que por su origen 
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transitoria con este transportador. A los dos días tras la transfección (cuando la 
expresión de la proteína era máxima), las células fueron incubadas durante 1 h en 
presencia de 5 µM [3H]-TCA. Como se observa en la figura 36, la capacidad de 
captación de [3H]-TCA en las células transfectadas con Asbt de rata aumentó entre 15-




































Figura 36: Captación de 5 µM [3H]-TCA en líneas celulares de CGC de rata 
NT-92 y REUSAL-C49 y humano TFK1 o en la línea de carcinoma de 
pulmón humano COR-L23 o de hepatocarcinoma humano Alexander 
silvestres o transfectadas con Asbt  2 días antes del experimento de 
captación. Los valores representan la media±EEM de 4 experimentos 
realizados por triplicado. *, p<0,05, comparado con las células Alexander 
sin transfectar. 
 
4.2.8. Papel del ASBT en la captación celular de Bamet-ÚD2 
Para evaluar de manera más específica el papel de ASBT como diana para la 
vectorización de estos compuestos, utilizamos células Alexander y REUSAL-C49 para 
realizar una transfección transitoria y a los dos días de la transfección llevar a cabo 
experimentos para determinar la viabilidad del cultivo tras la exposición a una 
concentración de 25 µM de Bamet-UD2 o de cisplatino. Basándonos en los datos 
obtenidos anteriormente respecto al tiempo de incubación con los fármacos, decidimos 
realizar los experimentos exponiendo los las células a los agentes citostáticos durante 
2 ó 4 h.  
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Como se observa en la figura 37, la presencia de Asbt en las células confería 
sensibilidad al Bamet-UD2, así tras 2 h de exposición a este fármaco tanto las células 
Alexander (Figura 37A), como las REUSAL-C49 (Figura 37B) transfectadas con Asbt 
mostraron una marcada reducción de la viabilidad celular comparado con las células 
transfectadas con el vector vacío (Mock), que presentaban una viabilidad celular 
próxima al 100%. Además, en estas mismas condiciones el cisplatino tuvo un efecto 
pequeño y similar en las células transfectadas con Asbt y en las mock. La viabilidad se 
mantuvo próxima al 90% en el caso de las células Alexander, o del 80% en el caso de 

















Figura 37: Sensibilidad al cisplatino o al Bamet-UD2 en células transfectadas con Asbt, o con 
el vector vacío 3.1 (Mock), determinada 72 h tras la incubación con 25 µM del fármaco 
durante 2 ó 4 h. Los valores son media±EEM de 4 experimentos llevados a cabo por 
triplicado. *, p<0,05, comparado con las células Mock. †, p<0,05, comparado con las células 
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Cuando las células se incubaron con los fármacos durante 4 h observamos una 
reducción de la viabilidad aún mayor en las células transfectadas con Asbt expuestas 
al Bamet-UD2. 
Estos resultados confirmaron que la presencia de Asbt sensibilizaba a las células 
al efecto del Bamet-UD2, y que este transportador es una buena diana para vectorizar 
fármacos citostáticos derivados de ácidos biliares hacia células colangiolares 
tumorales.  
4.2.9. Expresión de sistemas transportadores con potencial para la captación de 
Bamet-UD2 por el colangiocito 
Finalmente, quisimos evaluar otros sistemas de transporte presentes en los 
CGCs que pudieran participar en la captación de Bamets al interior celular. En trabajos 
previos llevados a cabo en nuestro laboratorio, se comprobó que los Bamets son 
compuestos neutros que son sustratos de varios miembros de las familias de 
transportadores SLC10A y OATP (Briz et al., 2002). Las tablas 8 y 9 recogen los 
niveles de expresión de distintos transportadores determinados por RT-PCR-Q en las 
distintas líneas celulares de CGC de rata, y en las líneas humanas TFK1 o COR-L23 
(como control negativo) respectivamente.  
Tabla 8. Expresión de sistemas transportadores en líneas de CGC de rata evaluados por RT-PCR-Q. Se 
muestra el Ct para el hígado control de rata (usado como calibrador). En las líneas celulares se muestra la 
expresión de cada gen en % respecto a la expresión del calibrador. Entre paréntesis se muestra el valor 
del ΔCt de cada gen respecto al gen normalizador β-actina. 
 Ct calibrador NT-92 REUSAL-C49 REUSAL-C44 
Slc10a2 27 (10,12) 4564±437 (4,47) 27±10 (12,95) 45±27 (12,04) 
Ostα 35 (20,68) 285450±54239 (9,22) 1724682±163876 (6,61) 2076758±494168 
(6,38) 
Ostβ 37-40 (22,01) 316±160 (20,44) 10.6±3.7 (25,29) 15±9 (24,9) 
Slc22a1 19,5 (3,49) <0,1 (14,52) <0,1 (13,87) <0,1 (13,75) 
	   	  
 
Tabla 9. Expresión de sistemas transportadores las líneas TFK1 y COR-L23 
evaluados por RT-PCR-Q. Se muestra el Ct para el hígado control humano (usado 
como calibrador). En las líneas celulares se muestra la expresión de cada gen en % 
respecto a la expresión del calibrador. Entre paréntesis se muestra el valor del ΔCt 
de cada gen respecto al gen normalizador GAPDH. 
 Ct calibrador TFK1 COR-L23 
SLC10A2 39,6 (16,37) 558±26 (13,89) 48,97±15 (17,29) 
OSTα 22 (-0,44) 3.3±0.1 (4,51) 1.5±0.4 (5,51) 
OSTβ 31 (9,13) 123±50 (8,95) 7.8±3 (12,91) 
SLC22A1 18 (1,64) <0,1 (19,78) <0,1 (11,43) 
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Como comentamos anteriormente la expresión de Asbt en las líneas de CGC de 
rata fue variable, mostrándose una sobre-expresión en las células NT-92, mientras que 
los niveles de expresión en las células REUSAL-C44 y REUSAL-C49 fueron inferiores 
a los detectados en hígado sano. Por otro lado en las células TFK1 se detectó una 
expresión de ASBT 5 veces mayor que la expresión presentada por el hígado control 
humano. 
Evaluamos la expresión de OSTα y OSTβ, que como se describió en la 
introducción de esta Tesis Doctoral se localizan en la membrana basolateral del 
colangiocito y que para su funcionalidad requieren actuar como dímeros. Aunque su 
función fisiológica es liberar los ácidos biliares del colangiocito a la sangre sinusoidal, 
algunos trabajos han propuesto un papel bidireccional para OSTα/β (Camargo et al., 
2009), por lo que decidimos evaluar su expresión. Como se indica en la tabla 9, las 
células TFK1 apenas mostraban expresión de OSTα/β, mientras que en las células de 
rata Ostα se sobre-expresaba, Ostβ no modificó su expresión en el mismo sentido, por 
lo que en ambos casos el heterodímero no sería funcional y por tanto descartamos su 
posible implicación en la entrada de derivados de ácidos biliares en estas líneas.  
Aunque en el hígado humano los transportadores de la familia SLCO (OATPs) 
están presentes mayoritariamente en los hepatocitos, algunos trabajos describen que 
la proteína transportadora de aniones orgánicos OATP1A2 está exclusivamente 
expresada en los colangiocitos (Lee et al., 2005). Sin embargo, los niveles de ARNm 
de OATP1A2 en la línea de CGC humano TFK1 fueron muy bajos (datos no 
mostrados). En el mismo sentido, y como habíamos comprobado anteriormente las 
células de CGC de rata carecían de expresión de otros miembros de esta familia como 
Oatp1, Oatp2, y Oatp4 (tabla 4). Por lo que descartamos la posible implicación de 
transportadores de la familia OATPs en vectorización de derivados citostáticos hacia 
células colangiolares. 
4.2.10. Papel del OCT1 en la captación celular de Bamet-UD2 
Por otro lado trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio 
determinaron que en solución acuosa los Bamets sufren la sustitución de ligandos del 
platino (II) por agua, formándose derivados catiónicos que pueden ser sustratos de 
transportadores de cationes como el OCT1 (gen SLC22A1) (Briz et al., 2002). La 
expresión de este transportador en todas las líneas celulares de CGC fue <0,1 % del 
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A pesar de que OCT1 tenía una expresión disminuida en las líneas celulares, 
decidimos profundizar en su posible papel como transportador para vehiculizar Bamet-
UD2, ya que podría otorgar un transporte efectivo aún con un número de copias menor 
que en el tejido sano. 
Para comprobar el papel del OCT1 como transportador de Bamet-UD2, llevamos 
a cabo experimentos in vitro en células Alexander transfectadas de modo transitorio 
con OCT1 humano. Dos días tras la transfección las células fueron expuestas al 
Bamet-UD2 o al cisplatino durante 2, 4 ó 6 h y se realizó el test de formazán para 
evaluar la viabilidad celular 72 h tras la adición de los fármacos al cultivo.  
Como se puede observar en la figura 38, la presencia del transportador OCT1 
marcaba una diferencia en cuanto a la sensibilidad al Bamet-UD2, de modo similar al 
observado cuando el transportador presente en las células era el Asbt. Sin embargo, 
cuando las células expresaban Asbt el efecto del Bamet-UD2 sobre la viabilidad 
celular ya era patente con 2 h de incubación con este fármaco, mientras que cuando el 
Bamet-UD2 entraba en las células utilizando el transportador OCT1, se requería de un 
tiempo de incubación mayor (4 ó 6 h) para ver un efecto significativo en la reducción 









Figura 38: Sensibilidad al cisplatino o al Bamet-UD2 en células transfectadas con OCT1, 
determinada 72 h tras la incubación con 25 µM del fármaco en cada caso durante 2, 4 ó 6 h. Los 
valores son media±EEM de 4 experimentos llevados a cabo por triplicado. *, p<0,05, comparado 
con la viabilidad de las células en presencia de quinina. †, p<0,05, comparado con la viabilidad de 
las células control (las células control fueron células transfectadas con el vector vacío (3.1) e 
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Para comprobar que el efecto observado era debido al transporte de OCT1, 
utilizamos la quinina como inhibidor de este transportador, a una concentración de 250 
µM (que elegimos en base a datos previos sobre inhibición de transporte de OCT1 
mediado por este compuesto). Como se observa en la figura 38, en las situaciones en 
las que la presencia de OCT1 otorgaba sensibilidad al Bamet-UD2, al añadir la quinina 
se perdía la sensibilidad celular a este fármaco y por tanto la viabilidad del cultivo era 
mayor. 
4.2.11. Incorporación de platino en células transfectadas con OCT1 o con Asbt 
A continuación quisimos determinar la captación de Bamet-UD2 o cisplatino en 
células transfectadas con Asbt o con OCT1 comparadas con las transfectadas con el 
vector vacío. Dos días tras la transfección las células se incubaron durante 1 h con el 
cisplatino o el Bamet-UD2 y a continuación, se procesó una alícuota para determinar 
Pt por espectrofotometría de absorción atómica y otra para cuantificar la concentración 
de proteínas. La figura 39 muestra el contenido en Pt corregido por cantidad de 
proteínas. Observamos que las células Alexander transfectadas con el vector vacío 
captaban más Bamet-UD2 que cisplatino, probablemente debido a que por su origen 
hepatocitario presenten algún transportador de ácidos biliares activo. La transfección 
de las células con Asbt o con OCT1 no afectó a la captación de cisplatino, sin 









Figura 39: Contenido en platino determinado por espectrometría de absorción atómica en células 
transfectadas con Asbt, OCT1 o el vector vacío (3.1) e incubadas durante 60 min con 50 µM de 
Bamet-UD2 o cisplatino. Los valores son media±EEM de 3 experimentos realizados por triplicado. 
*, p<0,05 comparado con el grupo de cisplatino. †, p<0,05 comparado con las células 
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Estos resultados demuestran que los Bamets podrían entrar en las células 
colangiolares utilizando al menos dos tipos de proteínas transportadoras presentes en 
estas células.  
En estudios recientes hemos encontrado que la expresión de OCT1 en biopsias 
de tumores hepáticos, tanto en CGC como en HCC, suele estar disminuida en 
comparación con la expresión presentada por el hígado sano (Martinez-Becerra et al., 
2012), lo que se ha asociado con la resistencia a la quimioterapia en estos tumores. 
Aunque de modo general se detectó una reducción de la expresión de OCT1, se 
apreció una gran variabilidad interindividual en cuanto a la expresión de este 
transportador. 
4.2.12. Expresión de Oct1 en tumores de CGC de rata 
Finalmente quisimos comprobar si esta misma tendencia en cuanto a la 
expresión de  OCT1 también se mostraba en los CGCs de rata, determinamos los 
niveles de Oct1 por RT-PCR-Q en las muestras de tejido tumoral y no tumoral 
obtenido de las ratas tratadas con TAA durante 36 semanas. Como se observa en la 
figura 40A, los niveles de expresión de Oct1 en el tejido adyacente al tumor estaban 
disminuidos respecto al hígado sano, quizá porque ya comienza a ser un tejido 
dañado, mientras que la expresión en el tumor se reducía aún más. La figura 40B 
muestra que la expresión del gen Slc22a1 disminuye en los tumores de manera 








Figura 40: Niveles de expresión del ARNm de Oct1 determinados por RT-
PCR-Q en CGC de rata (n=18) y tejido adyacente no tumoral (n=8) 
representados como niveles de expresión en cada muestra (A) o como 
media de la expresión en el tejido tumoral y en tejido no tumoral (B). Los 
valores se expresan como media±EEM de la abundancia relativa respecto 
al calibrador (hígado control) y normalizados por los valores de ARNm de β-
actina. NT: tejido pareado no tumoral. *, p<0,05 comparado con el NT. 
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Por todo ello podemos decir que la presencia del transportador Asbt (que 
muestra una tendencia a aumentar su expresión en tumores colangiolares) y del 
transportador OCT1 (aunque presenta unos niveles bajos/moderados) en las células 
colangiolares tumorales, permite favorecer la entrada de derivados citostáticos de 
ácidos biliares frente a otros fármacos como el cisplatino. El hecho de que los Bamets 
puedan alcanzar el interior celular utilizando más de una proteína transportadora 
apoya con más fuerza la estrategia de vectorización a estos tumores tan poco 


























Elisa Lozano Esteban 






Resultados y discusión 
Material y Métodos 
4.3. PAPEL DE OCT1 EN LA RESISTENCIA A LA QUIMIOTERAPIA 
ANTITUMORAL EN EL CÁNCER HEPÁTICO 
Como se ha comentado anteriormente, uno de los principales problemas 
actuales en la lucha contra el cáncer, incluido el cáncer hepático, es la aparición de 
resistencia al tratamiento farmacológico. En algunos casos, los tumores desarrollan 
resistencia a lo largo del proceso terapéutico, pero en muchas ocasiones el paciente 
no responde a la quimioterapia desde el comienzo del tratamiento. Esto se debe a 
que, generalmente, se aplican regímenes estándar por falta de conocimiento y/o de 
herramientas que permitan llevar a cabo una elección del tratamiento de forma 
individualizada para cada paciente. Por ello, es de gran importancia en la medicina 
actual identificar los mecanismos que determinan la falta de respuesta a cada tipo de 
fármaco, así como analizar el perfil genético de cada paciente en lo que se refiere a 
los mecanismos que pueden dar lugar a resistencia antes de iniciar el tratamiento, 
para seleccionar la terapia más adecuada en cada caso. Como se ha comentado en la 
Introducción de esta Tesis Doctoral los genes implicados en los mecanismos de 
quimiorresistencia (MOCs) en tumores hepáticos y gastrointestinales se han 
clasificado en cinco grupos (Marin et al., 2010). Conocer los niveles de expresión de 
los genes implicados en cada uno de estos MOCs puede utilizarse para predecir la 
falta de respuesta a la quimioterapia antitumoral, y así, poder prevenir tanto el fracaso 
de los tratamientos con agentes antitumorales y sus efectos adversos, como evitar que 
se lleve a cabo la selección de células tumorales más quimiorresistentes. 
En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio, se evaluó mediante 
tarjetas microfluídicas (TLDAs) la expresión de los genes relacionados con la 
quimiorresistencia en tumores hepáticos (Martinez-Becerra et al., 2012). 
Concretamente, se analizó la expresión de 93 genes (más 3 genes que se utilizaron 
como controles endógenos) en tumores de pacientes con HCC, CGC y HB que no 
habían recibido quimioterapia previamente, así como en muestras pareadas del tejido 
adyacente no tumoral.  
En ese estudio se apreció una considerable heterogeneidad en la firma genética 
de cada tumor en cada paciente pero, analizando de modo conjunto los resultados 
obtenidos, se observó la existencia de tendencias comunes en cada tipo de tumor y 
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Hepatoblastoma 
represión de ciertos genes en comparación con los niveles del tejido pareado no 
tumoral. 
El análisis conjunto de la expresión de los MOCs en los pacientes de HCC 
demostró cambios comunes en los niveles de expresión de 10 genes, y para los 
pacientes de CGC y HB se encontraron cambios en un mayor número de genes 
pertenecientes a los MOCs 1, 2, 3 y 5, todos ellos asociados con un incremento de la 












Figura 41: Esquema del perfil de expresión de los distintos genes implicados 
en los mecanismos de resistencia a la quimioterapia, en HCC, CGC y HB.  
 
Como patrón común en los tres tipos de tumores se encontró un descenso en la 
expresión de los genes SLC22A1 y CYP1A2 (que codifican para el transportador de 
cationes orgánicos OCT1, y para la enzima CYP1A2, respectivamente), y la sobre-
expresión del gen BIRC5 (que codifica para la proteína anti-apoptótica survivina) 
(Figura 41). 
En este trabajo de Tesis Doctoral decidimos centrarnos en el papel del gen 
SLC22A1, ya que el OCT1 es el principal transportador de cationes expresado en el 
hígado, y la caída de su expresión en tumores hepáticos puede ser un factor limitante 
en la respuesta a fármacos antitumorales de naturaleza catiónica. 
Como se ha comentado en el apartado de Introducción, una de las estrategias 
más prometedoras en el tratamiento de los tumores hepáticos primarios es el uso de 
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fármaco ha sido aprobado para el tratamiento de pacientes con HCC, ya que es el 
único que parece aportar un beneficio neto aunque moderado para estos pacientes 
(Llovet et al., 2008). Recientemente, varios ensayos han sugerido que también puede 
ser efectivo frente al CGC (Sugiyama et al., 2011) (Huether et al., 2007). 
Por su naturaleza catiónica, los fármacos TKIs no pueden difundir a través de la 
membrana plasmática y deben ser transportados al interior celular por transportadores 
como el OCT1. De hecho, se ha descrito que la captación de imatinib depende de la 
expresión de OCT1(Thomas et al., 2004) (Minematsu et al., 2011) y se ha propuesto 
que el grado de expresión de este transportador podría ser un marcador útil de la 
resistencia a la terapia basada en imatinib en pacientes con leucemia, ya que los 
pacientes con mayor nivel de expresión de OCT1 responden mejor a este fármaco 
(Wang et al., 2008) (Nardinelli et al., 2012). 
Un estudio reciente propone que el OCT1 también podría ser responsable de la 
captación hepática del sorafenib (Swift B, 2010), sin embargo, mientras se estaba 
desarrollando esta Tesis Doctoral no existían datos concluyentes a este respecto, por 
lo que nos planteamos como objetivo de este tercer bloque determinar si el OCT1 
podía estar implicado en la captación del sorafenib. 
El modelo experimental elegido para responder a esta pregunta fue el de 
expresión heteróloga de proteínas transportadoras de membrana en oocitos de rana 
Xenopus laevis, que ha sido ampliamente utilizado por nuestro grupo para expresar 
proteínas implicadas en la captación de diversos compuestos endógenos y 
xenobióticos (Briz et al., 2002). 
4.3.1. Papel del transportador OCT1 en la captación de sorafenib 
Este modelo permite estudiar los requerimientos del transporte y la especificidad 
de sustrato del transportador objeto de estudio cuyo ARNm se inyecta en el oocito, así 
como el efecto inhibidor o estimulador de diferentes moléculas sobre el transporte. 
Una de las ventajas que presenta es que permite medir la cantidad de sustrato 
captado por un solo oocito y, debido a la disponibilidad de gran número de oocitos por 
animal, es posible realizar experimentos con un número elevado de éstos para cada 
punto experimental, lo que reduce la dispersión de los valores calculados y aumenta la 
fiabilidad de los resultados. Por todo ello, esta herramienta ha sido muy utilizada para 
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Para la síntesis in vitro del ARNm se partió de bacterias transformadas con el 
plásmido pExp-OCT1 (Figura 42A), que contenía la secuencia que codificaba la 
variante silvestre de la proteína transportadora OCT1 (OCT1-WT) humana (secuencia 
NM_003057 de la base de datos GenBank). 
Después de aislar suficiente cantidad de plásmido recombinante se realizó un 
estudio de restricción y se llevó a cabo la secuenciación del plásmido en el Servicio de 
Secuenciación de la Universidad de Salamanca, lo que permitió dar por válida la 
identificación de la secuencia insertada (datos no mostrados). 
Para sintetizar el ARNm de OCT1 se requirió la linealización del plásmido con la 
enzima de restricción EcoRV. Como se observa en la figura 42B, la linealización fue 
completa, puesto que en el gel, que muestra los fragmentos obtenidos después de la 
linealización (calle 3) tras la separación electroforética apareció una única banda 
intensa del tamaño esperado correspondiente al plásmido cortado por la enzima.  
 
 
Figura 42. (A) Esquema del plásmido pExp-OCT1-WT que contiene la secuencia silvestre del 
OCT1 orientada correctamente tras el promotor T7. Se indica el sitio de corte para la enzima de 
restricción EcoRV. (B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% tras tinción con SYBR Safe de los 
productos del plásmido sin linealizar (-) y linealizado (+) con la enzima EcoRV. La primera calle del 
gel muestra el patrón de tamaños moleculares de ADN. (C) Electroforesis en gel de agarosa 
desnaturalizante al 1% del ARN sintetizado para el OCT1-WT teñido con bromuro de etidio. La 
primera calle del gel muestra un patrón de tamaños moleculares de ARN. 
 
A continuación, para eliminar la endonucleasa de restricción del ADN molde, se 
realizó una extracción con una mezcla de fenol/cloroformo y, seguidamente, el material 
fue purificado mediante precipitación con etanol y acetato de amonio. Con el plásmido 
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transcripción se separaron por electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa 
(figura 42C), y en todos los casos se apreció una banda intensa y definida del tamaño 
esperado: 1,8 Kb.  
Para confirmar la funcionalidad de la proteína se realizaron experimentos de 
captación tras la inyección del ARNm de OCT1 en los oocitos. 
Como se ha comentado anteriormente, los sustratos típicos del OCT1 son 
cationes de tipo I, entre los que se encuentran las sales de tetraalquilamonio como el 
tetraetilamonio, derivados de procainamida, la N1-metilnicotinamida y el MPP+ 
(Gorboulev et al., 1997) (van Montfoort et al., 2001). Además, los cationes de tipo II 
inhiben la captación mediada por el OCT1, aunque la mayoría no son transportados 
(van Montfoort et al., 2001). 
Para validar que el sistema de expresión del OCT1 en oocitos era correcto, se 
eligió como sustrato para estos experimentos el tetraetilamonio (TEA) y como inhibidor 
la quinina. Además, para establecer cuál era el tiempo necesario tras la microinyección 
del ARNm para lograr la máxima expresión de la proteína en la membrana de los 
oocitos, se realizaron experimentos previos de captación a distintos tiempos (datos no 
mostrados), tras los cuales se eligió un tiempo post-inyección de 48 h para realizar los 










Figura 43: Captación de [14C]-TEA en oocitos inyectados con el ARNm del OCT1-WT, o en oocitos 
no inyectados. Los oocitos se incubaron durante 1 h con 500µM de [14C]-TEA en presencia o 
ausencia de 250 µM de quinina. Los valores son media±SD de 4 experimentos llevados a cabo por 
triplicado. *, p<0,05 comparado con el OCT1-WT. †, p<0,05, comparado con la captación en 
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Como se observa en la figura 43, tras 1 h de incubación, la captación de [14C]-
TEA (500µM) por los oocitos inyectados con el ARNm de OCT1 fue 7 veces mayor que 
la de los oocitos no inyectados (utilizados como control negativo del experimento). 
Además, se comprobó que la captación mediada por OCT1 se reducía 
significativamente cuando se añadía quinina al medio de captación. 
Estos datos indicaron que 48 h después de la inyección del ARNm de OCT1 en 
los oocitos, éstos expresaban la proteína en la membrana plasmática y ésta 
presentaba una funcionalidad adecuada para transportar sus sustratos. 
Tras comprobar que el sistema de expresión heteróloga del OCT1 humano en 
oocitos de rana era funcional, utilizamos el modelo para estudiar la captación de 
sorafenib mediada por este transportador. Puesto que no disponíamos de sorafenib 
marcado radiactivamente, la detección de este compuesto se realizó por HPLC-MS-












Figura 44: Captación de sorafenib por oocitos inyectados con el ARNm del OCT1-WT, o en oocitos 
no inyectados. Los oocitos se incubaron durante 1 h con 50µM de sorafenib en presencia o 
ausencia de 250 µM de quinina. Los valores son media±SD de 4 experimentos llevados a cabo por 
triplicado. *, p<0,05 comparado con el OCT1-WT. †, p<0,05, comparado con la captación en 
ausencia de quinina. 
 
Como se observa en la figura 44, tras 1 h de incubación, la captación de 
sorafenib (50 µM) por los oocitos inyectados con el ARNm del OCT1-WT fue 
significativamente mayor que la de los no inyectados, que se utilizaron como control 
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inhibía por completo cuando se añadía al medio de captación una cantidad 5 veces 
superior de quinina. 
Estos resultados confirman que el sorafenib es transportado por OCT1 y apoyan 
la hipótesis de que la bajada en los niveles de expresión de este transportador en los 
tumores hepáticos puede ser una razón que justifique la diferencia de las respuestas 
observadas en distintos pacientes tratados con este fármaco (Martinez-Becerra et al., 
2012). 
Por otro lado, varios trabajos han descrito la existencia de variantes genéticas o 
SNPs (del inglés “single nucleotide polymorphisms”) (Leabman et al., 2003) en el gen 
SLC22A1, y se ha sugerido que la existencia de variantes en genes codificantes de 
proteínas SLC podría contribuir, tanto a la considerable variabilidad interindividual 
existente en la captación de fármacos, como a la falta de sensibilidad a los sustratos 
transportados. 
Con estos antecedentes nos planteamos como siguiente objetivo de esta Tesis 
Doctoral, investigar si la existencia de variantes en el gen SLC22A1 podría contribuir a 
la quimiorresistencia del HCC y del CGC al sorafenib. 
 
4.3.2. Detección de variantes del transportador OCT1 en tumores hepáticos  
El primer paso de este estudio fue buscar variantes genéticas del transportador 
OCT1 en biopsias de tumores hepáticos. Para ello, se llevó a cabo la secuenciación 
completa del ORF del gen SLC22A1 en un grupo de biopsias, entre las que se incluían 
12 procedentes de pacientes con HCC y 9 de pacientes con CGC con diferentes 
estadíos de desarrollo tumoral, aunque la mayoría fueron incluidas en la categoría pT2 
(tamaño/extensión medios del tumor primario) (ver Tabla MM-1 Anexo de Material y 
Métodos, página 95). También se analizó el tejido adyacente no tumoral, en los casos 
en los que se disponía de dicho material. Es importante señalar que todas las 
muestras analizadas procedían de pacientes que no habían recibido tratamiento 
quimioterapéutico previo. 
De cada biopsia se obtuvo el ADNc del gen SLC22A1, se purificó el producto 
obtenido en un gel de agarosa y se secuenció el material obtenido, como se detalla en 
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Los electroferogramas se compararon con la secuencia descrita para el ORF del 
OCT1-WT (NM_003057), lo que permitió detectar que en estos tumores estaban 
presentes algunas variantes genéticas previamente descritas en la literatura (Hayer et 
al., 1999) (Sakata et al., 2004) (Kerb et al., 2002) (Shu et al., 2003). Basándonos en 
los datos ya publicados clasificamos los SNPs como variantes sin efecto (o con poco 
efecto) cuando la mutación no altera, o altera mínimamente la funcionalidad del 
transportador, o variantes con efecto, donde se incluyen las mutaciones que alteran 
gravemente al transportador, imposibilitando su funcionalidad. Las Tablas 10 y 11 
recogen las variantes detectadas en las muestras de HCC y CGC, respectivamente. 
En las biopsias de este estudio encontramos: 
§ Variantes genéticas de OCT1 sin efecto o con poco efecto: Se detectaron las 
siguientes mutaciones “missense” y silenciosas: c.41C>T (S14F), c.156T>C (S52S), 
c.480G>C (L160F), c.1222A>G (M408V) y c.1258_1260delATG (M420del) en biopsias 
de CGC y HCC (Tablas 10 y 11) y, además, en biopsias de HCC se encontró la 
mutación c.1380C>T (F460F). Todas ellas se caracterizan por introducir un cambio en 
la secuencia proteica (dos de ellas, S52S y F460F, son mutaciones silenciosas, en las 
que el cambio de base en la secuencia del gen no altera el aa resultante) que permite 
el funcionamiento normal del transportador, tal como se ha descrito en algunos 
trabajos en los que se evaluó in vitro la capacidad transportadora de cada una de 
estas variantes para el sustrato típico MPP+, o para el fármaco antidiabético 
metformina (Kerb et al., 2002) (Shu et al., 2003) (Shu et al., 2008). 
 
§ Variantes genéticas de OCT1 con repercusión funcional: En las biopsias 
evaluadas también se detectaron algunos SNPs que, aunque son debidos al cambio 
en un sólo nucleótido de la secuencia, generan una modificación importante a nivel 
proteico e introducen un cambio elevado en la funcionalidad del transportador. En las 
biopsias de CGC (Tabla 11) se detectaron las variantes c.262T>C (C88R), c.566C>T 
(S189L), c.659G>T (G220V) y c.859C>G (R287G), y en los HCCs (Tabla 10) se 
detectaron las variantes c.181C>T (R61C) y c.262T>C (C88R). Estas mutaciones 
generan proteínas incapaces de transportar sustratos catiónicos típicos como el MPP+, 
TEA o metformina (Kerb et al., 2002) (Shu et al., 2003) (Shu et al., 2008).  
Se ha descrito que la pérdida de funcionalidad del transportador puede deberse 
a una alteración de la proteína que impida su correcta localización en la membrana 
plasmática, como es el caso de la mutación R61C (Shu et al., 2008). Además se ha 
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Tabla 10. Variantes genéticas presentes en la secuencia codificante del OCT1 en biopsias de carcinoma hepatocelular 
(HCC). 
 
Las variantes genéticas fueron clasificadas según las consecuencias funcionales sobre la capacidad transportadora del 
OCT1. W, secuencia wild-type, M, secuencia mutada; ‡, presencia de diferentes variantes que afectan a la misma 
posición de la secuencia nucleotídida. Se han marcado sombreadas en gris las mutaciones inactivantes. 
 















































 c.41C>T p.Ser14Phe (S14F)          C/T   
c.156T>C p.Ser52Ser (S52S)  T/C T/C T/C T/C C/C  T/C T/C T/C T/C T/C 
c.480G>C p.Leu160Phe (L160F) C/C G/C G/C G/C G/C C/C C/C G/C G/C G/C G/C C/C 
c.1222A>G p.Met408Val (M408V) G/G A/G A/G A/G A/G G/G A/G A/G A/G A/G A/G G/G 
c.1380C>T p.Phe460Phe (F460F)   C/T          
c.1258_1260delATG p.Met420del (M420del) W/M  W/M W/M        W/M 








c.181C>T p.Arg61Cys (R61C)  C/T   C/T    C/T  C/‡  
c.262T>C p.Cys88Arg (C88R)  T/C T/‡ T/‡         
 
               
Nuevas variantes 
c.181delCGinsT p.Arg61Ser fs*10  (R61S fs*10)           W/M  
c.262delT p.Cys88Ala fs*16  (C88A fs*16)   W/M W/M         
c.589C>T p.Pro197Ser (P197S)        C/T  C/T C/T  






















Las variantes genéticas fueron clasificadas según las consecuencias funcionales sobre la capacidad 
transportadora del OCT1. W, secuencia wild-type, M, secuencia mutada. Se han marcado sombreadas en gris las 
mutaciones inactivantes. 
 










































c.41C>T p.Ser14Phe (S14F)       C/T C/T C/T 
c.156T>C p.Ser52Ser (S52S) T/C  T/C     T/C  
c.480G>C p.Leu160Phe (L160F) C/C  C/C G/C C/C C/C  G/C G/C 
c.1222A>G p.Met408Val (M408V) G/G A/G A/G     A/G  
c.1258_1260delATG p.Met420del (M420del) M/M   W/M M/M M/M   W/M 






o c.262T>C p.Cys88Arg (C88R)       T/C   
c.566C>T p.Ser189Leu (S189L)       T/C   
c.659G>T p.Gly220Val (G220V)    G/T      
c.859C>G p.Arg287Gly (R287G)        C/G  
             
Nuevas variantes 
c.181delCGinsT p.Arg61Ser fs*10 (R61S fs*10)  M/M  W/M      
c.589C>T p.Pro197Ser (P197S)       C/T C/T C/T 
evolutivamente conservados, y cuya mutación puede afectar seriamente a la 
funcionalidad del transportador, como es el caso de la sustitución de glicina por valina 
en la posición 220 de la secuencia proteica (Shu et al., 2003), que puede ser 




















En este bloque de resultados hay que destacar que se detectaron por primera 
vez tres nuevas mutaciones que no habían sido previamente descritas. Así, en las 
biopsias de HCC se detectaron 3 nuevas mutaciones (Tabla 10): c.181delCGinsT 
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Tabla 12. Variantes genéticas presentes en la secuencia codificante del OCT1 en muestras no tumorales de tejido 

























Las variantes genéticas fueron clasificadas según las consecuencias funcionales sobre la capacidad transportadora 
del OCT1. W, secuencia wild-type, M, secuencia mutada. Par. HCC, tejido no tumoral pareado adyacente a 
muestras de carcinoma hepatocelular (HCC). Par. CGC, tejido no tumoral pareado adyacente a muestras de 
colangiocarcinoma (CGC). Se han marcado sombreadas en gris las mutaciones inactivantes.  
 
 


































   
   

























 c.41C>T p.Ser14Phe (S14F)          C/T  
c.156T>C p.Ser52Ser (S52S)   T/C T/C T/C T/C T/C T/C T/C T/C  
c.480G>C p.Leu160Phe (L160F) C/C C/C G/C G/C G/C C/C G/C C/C C/C G/C C/C 
c.1222A>G p.Met408Val (M408V) A/A A/G A/G A/G A/G G/G A/G A/G A/G G/G A/G 
c.1380C>T p.Phe460Phe (F460F)            
c.1258_1260delATG p.Met420del (M420del) W/M  W/M   M/M   W/M  W/M 







c.181C>T p.Arg61Cys (R61C)       C/T  C/T   
c.262T>C p.Cys88Arg (C88R)  T/C          
c.566C>T p.Ser189Leu (S189L)            
c.659G>T p.Gly220Val (G220V)            
c.859C>G p.Arg287Gly (R287G)            
               
Nuevas variantes 
c.181delCGinsT p.Arg61Ser fs*10  (R61S fs*10)            
c.262delT p.Cys88Ala fs*16  (C88A fs*16)            
c.589C>T p.Pro197Ser (P197S)            
(c.181delCGinsT y c.589C>T) también estaban presentes en algunas biopsias de CGC 
(Tabla 11). Estas mutaciones se describirán detalladamente un poco más adelante. 
La presencia de variantes de OCT1 también fue analizada en las muestras 
disponibles de tejido pareado no tumoral (5 muestras de tejido pareado de biopsias de 
HCC, y 6 pareadas de CGC). La frecuencia de aparición de SNPs en estas muestras 
fue mucho menor que la observada en el tejido tumoral (Tabla 12), y la mayoría de los 
SNPs detectados eran mutaciones sin efecto o con poco efecto. Ninguna de las 
nuevas variantes de OCT1 detectadas en los tumores estaba presente en el tejido 










En algunas muestras, en las posiciones donde aparecían los SNPs encontramos 
sólo la secuencia para la mutación (Tablas 10 y 11), lo que sugiere homocigosidad y 
homogeneidad tisular con respecto a las células que expresan OCT1. Sin embargo, en 
otros casos en la misma posición se detectaba tanto la secuencia con la mutación 
como la secuencia silvestre (Tablas 10 y 11), lo que puede reflejar heterocigosidad y/o 
presencia en la muestra de una población celular heterogénea en cuanto a la 
expresión de OCT1. 
En la tabla 13 se resume la información de los SNPs encontrados en las biopsias 
analizadas y se detalla en qué exón se encuentra la mutación, la posición o dominio de 
la proteína que ocupa el residuo afectado en cada caso, así como la frecuencia alélica 





Resultados y discusión 
Material y Métodos 
Tabla 13. Definición, nomenclatura y frecuencia alélica de las variantes genéticas del gen SLC22A1. 






alelo menor (MAF) 
Ser14Phe S14F Extremo N-terminal Exón 1 c.41C>T rs34447885 T = 0,5%a 
Ser52Ser S52S Lazo extracelular grande Exón 1 c.156T>C rs1867351 C = 28,5%a 
Arg61Cys R61C Lazo extracelular grande Exón 1 c.181C>T rs12208357 T = 2,7%a 
Arg61Ser fs*10 R61S fs*10 Lazo extracelular grande Exón 1 c.181delCGinsT Nueva mutación Desconocida 
Cys88Arg C88R Lazo extracelular grande Exón 1 c.262T>C rs55918055 C = 0,1%a 
Cys88Ala fs*16 C88A fs*16 Lazo extracelular grande Exón 1 c.262delT Nueva mutación Desconocida 
Leu160Phe L160F Dominio transmembrana 2 Exón 2 c.480G>C rs683369 G = 12,9%a 
Ser189Leu S189L Dominio transmembrana 3 Exón 3 c.566C>T rs34104736 T = 0,1%a 
Pro197Ser P197S Dominio transmembrana 3 Exón 3 c.589C>T Nueva mutación Desconocida 
Gly220Val G220V Dominio transmembrana 4 Exón 3 c.659G>T rs36103319 T = 0,1%a 
Arg287Gly R287G Lazo citosólico grande Exón 5 c.859C>G rs4646278 G < 0,1%b 
Gly401Ser G401S Lazo citosólico 4 Exón 7 c.1201G>A rs34130495 A = 0,9%a 
Met408Val M408V Dominio transmembrana 9 Exón 7 c.1222A>G rs628031 A = 30,2%a 
Met420del M420del Dominio transmembrana 9 Exón 7 c.1258_1260delATG rs202220802 del = 12,1%a 
Phe460Phe F460F Lazo citosólico 5 Exón 8 c.1380C>T rs141274044 T < 0,1%b 
Gly465Arg G465R Dominio transmembrana 11 Exón 9 c.1393G>C rs34059508 C < 0,1%b 
 
MAF representa la frecuencia de aparición del alelo menos común en una determinada población. Los datos de MAF 
se obtuvieron de las bases de datos NCBI SNP (a) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) y Ensembl (b) 
(www.ensembl.org/). La posición de los nucleótidos se refiere al ORF del OCT1 silvestre (NM_003057). La posición de 













4.3.3. Nuevas variantes genéticas del OCT1 detectadas en biopsias de pacientes 
de HCC y CGC 
En cuanto a los 3 nuevos SNPs que no se habían descrito con anterioridad, el 
primero de ellos se localizaba en la posición 181 y se trataba de una deleción de una 
citosina y una guanina acompañada de la inserción de una timina (c.181delCGinsT). 
Esta mutación “non sense” fue detectada en biopsias de HCC y CGC. La figura 45 
muestra un electroferograma representativo de esta mutación detectada en una de las 
biopsias que portaba, tanto la secuencia mutada, como la silvestre. La deleción de dos 
bases (CG) y la inserción de otra (T) provoca un desplazamiento en el marco de 
lectura. Este desfase en la secuencia originaba la generación de un codón STOP 
prematuro localizado 30 nucleótidos más abajo del codón mutado en dirección 5’-3’.  
La presencia de este codón STOP prematuro hace que la proteína codificada por 
esta secuencia sea una proteína truncada, con una longitud mucho menor de la que 
tiene la proteína silvestre (71 aa frente a 554 aa), de hecho esta variante de OCT1 
genera la secuencia peptídica R61S fs*10, ya que además de la sustitución de la 
arginina de la posición 61 por una serina, la proteína acaba 10 aa después. 
Otra de las nuevas variantes encontradas fue la mutación “nonsense” c.262delT, 
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c.181delCGinsT
(p.Arg61Ser fs*10)
G	   T	  	  	  	  	  G	  	  	  	  	  T	  	  	  	  	  	  C	  	  	  	  	  G	  	  	  	  	  C	  	  	  	  	  G	  	  	  	  	  	  A	  	  	  	  	  C	  	  	  	  	  G	  	  	  	  GSecuencia wt




Secuencia mut. C	  	  	  	  	  G	  	  	  	  	  G A	  	  	  	   C	   G	  	  	  	  G A C	  	  	  	  	  C G	  	  	  	  	  G










Figura 45: Electroferograma representativo del SNP c.181delCGinsT. En la parte superior se 
indica el cambio en la secuencia nucleotídica, y entre paréntesis el cambio ocasionado en la 









Figura 46: Electroferograma representativo del SNP c.262delT. En la parte superior se indica el 
cambio en la secuencia nucleotídica, y entre paréntesis el cambio ocasionado en la secuencia 
proteica. Secuencia silvestre (wt); secuencia mutada (mut). 
 
Como se aprecia en el electroferograma de la figura 46, la deleción de la timina 
generaba un desplazamiento en el marco de lectura que, al igual que sucedía para la 
mutación c.181delCGinsT, ocasionaba la aparición de un codón STOP prematuro, 
formándose una proteína truncada, c.Cys88Ala fs*16, de menor longitud que la 
silvestre (104 aa frente 554 aa). 
La tercera de las nuevas mutaciones fue la c.589C>T, que se detectó tanto en 
biopsias de HCC como de CGC. En el electroferograma representativo que se muestra 
en la figura 47 se ilustra el cambio de base en una biopsia que portaba tanto la 
secuencia con la mutación, como la secuencia silvestre. A nivel proteico, esta 
mutación neutra o conservativa originaba una proteína de longitud correcta, pero con 
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Figura 47: Electroferograma representativo del SNP c.589C>T. En la parte superior se indica el 
cambio en la secuencia nucleotídica, y entre paréntesis el cambio ocasionado en la secuencia 
proteica. Secuencia silvestre (wt); secuencia mutada (mut). 
 
Como se comentó anteriormente ninguna de las nuevas mutaciones fue 
detectada en las muestras de tejido pareado no tumoral (Tabla 12). 
Con objeto de simplificar la presentación de los resultados, de ahora en 
adelante, nos referiremos a las mutaciones haciendo referencia al cambio de aa que 
producen y utilizando la nomenclatura de una sola letra, en lugar de utilizar la 
nomenclatura que hace referencia al cambio de nucleótido en la posición del gen 
afectada por el SNP. Además, los 3 nuevos SNPs detectados en nuestro estudio 
aparecerán subrayados. 
Además de la presencia de mutaciones puntuales o SNPs, en el análisis de los 
electroferogramas se detectó la presencia de otras variantes del gen SLC22A1, que 
podían ser debidas a un procesamiento o “splicing” alternativo.  
 
4.3.4. Búsqueda de variantes de OCT1 generadas por un “splicing” alternativo 
El proceso de edición o “splicing” post-transcripcional que se produce tras la 
síntesis del ARNm primario puede generar varias formas de ARNm maduro. En varios 
trabajos se ha descrito la presencia de isoformas del OCT1 humano generadas por un 
“splicing” alternativo debido a la escisión de exones o a la retención de secuencias 
intrónicas del transcrito primario, como son las variantes del OCT1 con escisión del 
exón 9, con escisión conjunta de los exones 9 y 10, o de los exones 7 y 10 (Hayer et 
al., 1999), y la variante c.1276+1insGTAAGTTG, en la que un fragmento de 8 pb del 
intrón 7 se inserta entre los exones 7 y 8 (Tarasova et al., 2012) (Figuras 48A y 48B). 
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debido a un “splicing” alternativo, ha perdido el exón 2, y como consecuencia genera 
una proteína truncada que carece de los dos primeros segmentos transmembrana y el 
lazo extracelular grande (Zhang et al., 1997).  
Las variantes descritas del OCT1 humano producen proteínas truncadas que 
carecen de dos o más TMD y que no son funcionales cuando se han expresado en la 
línea celular embrionaria de riñón humano HEK293 (Hayer et al., 1999). Todas estas 
isoformas se han detectado en células tumorales de glioma (Hayer et al., 1999), pero 
sólo la variante WT y la producida por escisión del exón 9 se expresan en hígado 
humano sano (Hayer et al., 1999) (Tarasova et al., 2012). 
En la primera etapa del estudio en la que se llevó a cabo la secuenciación del 
ORF del OCT1 en muestras de HCC y CGC, el análisis de los datos mostró la 
presencia en algunos tumores de variantes generadas por “splicing” alternativo. Se 
detectaron las variantes con pérdida del exón 9, con pérdida conjunta de los exones 9 
y 10, y la variante c.1276+1insGTAAGTTG, que se representan en la figura 48B. 
Además, encontramos otras variantes que no habían sido descritas hasta el momento, 
como la generada por la escisión del exón 10 y la variante c.1276+1insGTAAGTTG 
combinada con la pérdida del exón 9 (Figura 48B). El hecho de que en un mismo tejido 
se expresaran varias isoformas de OCT1 generadas por “splicing” alternativo, así 
como la presencia de otras mutaciones en la secuencia del OCT1, dificultaba el 
análisis de los electroferogramas procedentes de la secuenciación, ya que en la 
mayoría de los casos había un solapamiento de los picos de fluorescencia. Por ello, 
desarrollamos una estrategia diferente para analizar la presencia de variantes de 
OCT1 debidas a “splicing” alternativo del ARNm, que denominamos variantes cortas 
del OCT1. 
El siguiente paso fue poner a punto un método de PCR analítica para detectar la 
expresión de estas variantes cortas del OCT1 de manera más apropiada y rápida, que 
nos permitiera llevar a cabo el estudio de un mayor número de muestras en un solo 
análisis. Se diseñaron los oligonucleótidos Fw1 y Rv1, que anillaban en regiones 
específicas situadas en los exones 6 y 11, que son compartidas por todas las variantes 
(Figura 48A). La presencia y el tamaño de los amplicones producidos por la PCR 
correspondientes a las diferentes variantes del OCT1 se determinaron en geles de 
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Figura 48. (A) Estructura del ARNm inmaduro del gen SLC22A1 en la que se 
representan los exones (recuadros), los intrones (líneas horizontales) y las 
regiones 5’ y 3’ UTR (extremos en recuadro negro). Las líneas que unen los 
exones situadas en la parte superior indican el procesamiento normal del ARNm 
y las líneas punteadas indican los posibles mecanismos de “splicing” alternativo 
que generan una pérdida de exones o la retención de secuencias intrónicas. Se 
representa también la posición de anillamiento de los “primers” utilizados para la 
detección de las variantes del OCT1. (B) Esquema de las variantes encontradas 
en HCC y CGC. (C) Tamaño de los amplicones de las variantes con escisión de 
exones tras la PCR realizada con los “primers” Fw1 y Rv1. (D) Gel de agarosa 
tras la PCR realizada con ADNc de muestras representativas de hígado sano y 
de CGC. 
 
En la figura 48C se muestra el tamaño de las bandas que se deben observar tras 
la electroforesis en gel de agarosa según el amplicón generado tras la PCR y la figura 
48D muestra un gel representativo tras la electroforesis del producto de PCR utilizando 
como molde ADNc de una muestra de tejido hepático sano y otra de CGC. El amplicón 
de mayor tamaño que aparece en ambas muestras correspondió al de la isoforma 
OCT1-WT. En el tejido tumoral también se observó la expresión de las variantes que 
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habían perdido el exón 9, el exón 10 o ambos, mientras que en esta muestra 
representativa no se encontró la expresión de la isoforma generada por la escisión de 
los exones 7 y 10. 
Además de las variantes ya caracterizadas, detectamos en varias muestras de 
HCC y CGC la expresión de una nueva variante del OCT1 generada por la escisión del 
exón 10, que hasta ahora no había sido descrita. Para confirmar de un modo más 
selectivo la presencia de esta variante corta, se diseñó un oligonucleótido específico 
para su detección por PCR. El “primer” Rv2 anillaba a caballo de los exones 9 y 11 
(Figura 48A), de manera que sólo habría unión específica de este “primer” cuando 
estuvieran presentes las isoformas con pérdida del exón 10, pero no del 9 o de ambos. 
En la figura 49 se representan los tamaños de los amplicones tras una PCR con los 
oligonucleótidos Fw1 y Rv2 y los fragmentos en un gel tras una PCR realizada con 
ADNc molde de una muestra representativa de HCC y otra de tejido sano. El amplicón 
de mayor tamaño que aparece en la muestra tumoral correspondió al de la isoforma 
con escisión del exón 10. También se observó, aunque más débil, la expresión de la 
variante con pérdida conjunta de los exones 7 y 10. 
Por tanto, este método de PCR específico para la detección de la deleción del 
exón 10 que hemos puesto a punto, sirvió para confirmar los resultados obtenidos de 
la expresión de las diferentes isoformas con la PCR llevada a cabo con los 







Figura 49. (A) Tamaño esperado de los amplicones tras la PCR realizada 
utilizando los “primers” Fw1 y Rv2. (B) Gel de agarosa representativo tras la 
PCR realizada con los “primers” Fw1 y Rv2 y el ADNc molde de una 
muestra de hígado sano y de HCC. 
 
La variante c.1276+1insGTAAGTTG se genera por un error de “splicing” del 
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pequeño tamaño del inserto, no era posible distinguir el tamaño del amplicón 
correspondiente a esta variante y el de la silvestre. Lo mismo ocurrió en el caso de los 
amplicones de la nueva variante c.1276+1insGTAAGTTG combinada con pérdida del 
exón 9 comparado con el de la variante que solo había perdido ese exón. Para 
detectar la expresión de estas variantes se diseñó el oligonucleótido Fw2, cuya 
secuencia anillaba específicamente entre el exón 7, el fragmento GTAAGTTG del 








Figura 50. (A) Tamaño esperado de los amplicones tras la PCR realizada utilizando 
los “primers” Fw2 y Rv1. (B) Gel de agarosa representativo tras PCR realizada con 
los “primers” Fw2 y Rv1 y el ADNc molde de una muestra de hígado sano y de HCC. 
 
Se realizó una PCR utilizando la pareja de oligonucleótidos Fw2 y Rv1. El 
tamaño esperado de los amplicones generados con esta combinación de “primers” se 
ilustra en la figura 50A, y como se puede observar en la figura 50B la muestra tumoral, 
pero no el tejido sano, expresaba ambas variantes del OCT1. 
Utilizando los métodos de PCR analítica puestos a punto, y de forma 
complementaria a la secuenciación que habíamos realizado previamente, 
encontramos que de las variantes de “splicing” descritas, las más frecuentes fueron la 
deleción del exón 9 y la deleción de los exones 9 y 10, tanto en CGCs como en HCCs. 
Respecto a las nuevas variantes, encontramos que la deleción 10 estaba presente en 
aproximadamente un 40% de las muestras tumorales analizadas. 
Generalmente, se considera que las variantes de “splicing” generan proteínas 
truncadas que no son funcionales (Hayer et al., 1999). Esto se apoya en trabajos que 
han demostrado la importancia del mantenimiento estructural de los 12 TMDs en 
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pérdida de dos o más TMD, alteran la función transportadora debido al fallo en la 
localización de membrana plasmática (Burton et al., 1998) (Porzgen et al., 1998). 
Además, se ha descrito que la variante con la inserción intrónica 
c.1276+1insGTAAGTTG forma una proteína truncada, que se ha relacionado con una 
peor respuesta en pacientes tratados con metformina, probablemente por una 
reducción en la captación hepática del fármaco (Tarasova et al., 2012). 
Tras considerar por tanto las variantes cortas de OCT1 no funcionales, el 
siguiente objetivo de este bloque de resultados fue caracterizar la capacidad 
transportadora de las mutaciones debidas a SNPs en el ORF del OCT1. 
 
4.3.5. Capacidad transportadora de las variantes de OCT1 
Para determinar la capacidad de transporte de las diferentes variantes de OCT1 
detectadas en tumores de HCC y CGC, utilizamos el modelo de transfección transitoria 
en líneas celulares. 
En primer lugar, clonamos la secuencia del OCT1-WT y, a continuación, 
llevamos a cabo las manipulaciones necesarias sobre el vector de expresión que 
contenía la secuencia codificante del OCT1-WT (Figura 42A) para generar el ORF 
mutado de interés por mutagénesis dirigida. Seguidamente, se transfectaron 
transitoriamente líneas celulares de HCC (Alexander y Sk-Hep-1) y CGC (TKF1) 
humano, que tenían una expresión muy baja del OCT1 endógeno, menor del 0,1% 
respecto a hígado sano, con los plásmidos que contenían algunas de las variantes 
detectadas en los tumores. De los SNPs encontrados en HCC y CGC excluimos las 
mutaciones silenciosas y aquellas que según trabajos ya publicados no afectaban a la 
función del transportador como la M408V (Shikata et al., 2007) y la M420del (Shu et 
al., 2003) (Kerb et al., 2002). 
La variante L160F también fue incluida en el estudio, ya que existían datos 
interesantes sobre su capacidad de transporte. Por un lado, un estudio había descrito 
que es capaz de transportar metformina ya que los pacientes con esta variante 
respondían al tratamiento (Shikata et al., 2007). Además, otro estudio relacionó la 
presencia de esta variante con la sensibilidad al imatinib, puesto que los pacientes con 
leucemia mieloide crónica que presentaban el aa correspondiente a la forma silvestre 
para esta posición tenían peor respuesta al imatinib que los que portaban dicho SNP 
(Kim et al., 2009). También incluimos la variante S14F porque existía cierta 
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una disminución de la función transportadora de este SNP en función del sustrato a 
transportar (Shu et al., 2003) (Shu et al., 2008). 
Además, incluimos en este estudio otros dos SNPs (G401S y G465R) que 
aunque no fueron detectados en las biopsias analizadas, nos pareció interesante 
evaluar ya que varios trabajos las relacionan con una menor captación de MPP+ (Shu 
et al., 2003) y de metformina (Shu et al., 2008). 
Para empezar, realizamos experimentos previos de puesta a punto de las 
condiciones experimentales, determinando la captación en células transfectadas a 
distintos tiempos (datos no mostrados). En base a ellos, decidimos realizar los 
experimentos dos días después de la transfección, ya que a este tiempo se obtenía la 
máxima captación. De nuevo, utilizamos como sustrato TEA y como inhibidor quinina. 
La concentración de TEA en las células Alexander fue 50 µM y en el caso de las 
células TFK1 y SK-Hep1 se aumentó a 150 µM, ya que la eficacia de la transfección 
en estas dos líneas celulares fue menor a la que se conseguía con las células 
Alexander. En todos los casos la concentración de quinina utilizada fue de 250 µM, y el 
tiempo de incubación en presencia del sustrato fue de 1 h. 
Como cabía esperar, las células transfectadas con el OCT1-WT mostraron una 
elevada captación de TEA (Figura 51) comparada con los niveles observados para el 
control negativo de células transfectadas con el vector vacío (Mock) y además, la 
captación fue inhibida por la presencia de quinina. Las figuras 51A, 51B y 51C 
muestran la captación observada en las líneas celulares TFK1, SK-Hep-1 y Alexander, 
respectivamente, transfectadas con cada variante del OCT1 y comparadas con OCT1-
WT y las células Mock.  
En cuanto a la funcionalidad de las mutaciones previamente descritas, los SNPs 
S14F, L160F y G401S mostraron unos niveles de captación de TEA similares a los 
observados para el OCT1-WT, que se veían inhibidos en presencia de quinina. Las 
otras variantes mostraron un descenso parcial o una pérdida total de la captación. Las 
variantes C88R, S189L y R287G mostraron una abolición total de la capacidad de 
captación de TEA en las dos líneas de HCC ensayadas, mientras que en las células 
TFK1 derivadas de CGC el SNP S189L mostró una reducida pero no totalmente 
impedida captación de TEA. Un resultado similar se encontró para el SNP G465R, que 
mostró en células Alexander unos niveles de captación de TEA reducidos mientras 
que presentaba una pérdida total de la capacidad de captación en las células TFK1 y 
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y “targeting” a la membrana plasmática en cada línea celular puede ser diferente. 
Otros trabajos han descrito que las variantes G401S y G465R son SNPs que otorgan 
una pérdida de funcionalidad cuando son transfectadas en células MDCK (Shu et al., 
2004). Sin embargo, en nuestros experimentos la variante G401S no afectó a la 
captación de TEA, y la variante G465R redujo o anuló el transporte de TEA 
dependiendo de la línea celular. 
 
Figura 51. Captación de tetraetilamonio (TEA) en células TFK1 (A), SK-Hep-1 (B) y 
Alexander (C). Dos días después de la transfección las células fueron incubadas con 150 µM 
(A y B) o 50 µM (C) de [14C]-TEA en presencia o ausencia de 250 µM de quinina durante 1 h 
a 37ºC. Los valores corresponden a la media±SD de 4 experimentos realizados por triplicado. 
*, p<0,05, comparado con el OCT1-WT. †, p<0,05, comparado con la captación en ausencia 
de quinina. 
 
Respecto a la funcionalidad de las nuevas variantes descritas, observamos que 
los SNP R61S fs*10 y C88A fs*16 anulaban el transporte de TEA en las 3 líneas 
celulares ensayadas. Aunque en las células SK-Hep-1 el SNP C88A fs*16 mostró una 
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que ocurría en el grupo control (Mock). Ese efecto se achacó a la posible presencia de 
otro transportador de cationes endógeno que pudiese captar (aunque en menor 
medida) TEA de manera inhibible por quinina. Sin embargo, el SNP P197S mantenía 
la capacidad transportadora de la variante silvestre, y en las 3 líneas celulares se 
observó una elevada captación de TEA, de magnitud similar a la observada para el 
OCT1-WT, que fue inhibible por quinina en todos los casos. Estos datos apoyaban la 
hipótesis inicial que sugería que las variantes R61S fs*10 y C88A fs*16, que daban 
lugar a proteínas truncadas no eran funcionales. Mientras que el SNP P197S podría 
mantener una funcionalidad similar a la mostrada por el OCT1-WT, al menos en base 
a la captación de un catión típico como el TEA, probablemente porque la mutación 
introduce una sustitución conservativa entre dos aa neutros. 
 
4.3.6. Consecuencias estructurales de las nuevas variantes genéticas de OCT1 
El siguiente paso de nuestro estudio fue investigar las consecuencias 
estructurales de las nuevas variantes detectadas en tumores de HCC y CGC. La figura 
52ª muestra la estructura secundaria del transportador según un modelo informático 
de predicción de la estructura de proteínas, en la que se detalla la localización de los 
residuos afectados en cada mutación.  
Como se puede observar, para las nuevas mutaciones detectadas, las variantes 
R61S fs*10 y C88A fs*16 se localizaban en el lazo extracelular largo y, debido a que 
introducen un codón de parada prematuro, darían lugar a la formación de un segmento 
pequeño con un único TMD. En la figura 52B se muestra la estructura terciaria teórica 
obtenida para estas dos variantes R61S fs*10 y C88A fs*16, ambas generan proteínas 
truncadas de una longitud mucho menor a la que presenta la forma silvestre. 
La mutación P197S sólo afectaba al aa de la posición 197, localizado al final del 
tercer TMD, por lo que el modelo tridimensional que se puede predecir para este SNP 
es muy similar al obtenido para la proteína silvestre. 
A continuación, decidimos investigar si la falta de funcionalidad observada para 
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Figura 52: Consecuencias estructurales de las variantes genéticas del OCT1. (A) Modelo 
bidimensional de la secuencia de aminoácidos de la proteína, en la que se marcan los residuos de 
interés para la proteína silvestre, y los aminoácidos afectados por distintas variantes. (B) Estructura 
terciaria de la proteína basada en modelos de predicción, para las mutaciones R61S fs*10 y C88A 
fs*16. 
 
4.3.7. Localización subcelular de las variantes genéticas de OCT1  
Para conocer la localización subcelular de las nuevas variantes de OCT1 
detectadas en esta Tesis Doctoral, utilizamos células Alexander que se transfectaron 
transitoriamente con los plásmidos generados que contenían las secuencias de las 
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detección de la proteína se llevó a cabo por inmunofluorescencia-microscopía confocal 
utilizando un anticuerpo anti-V5. 
En este estudio se incluyeron algunas variantes previamente descritas cuya 
localización se desconocía, como los SNPs inactivantes C88R y S189L. Además 
quisimos comprobar la localización del SNP G465R que había sido descrito como una 
variante no funcional, con una reducida localización en la membrana plasmática en 
células MDCK transfectadas (Shu et al., 2003), pero que en nuestro estudio 
presentaba cierta capacidad de transportar TEA en las células Alexander. 
Como control positivo utilizamos células transfectadas con el OCT1-WT, y como 
control negativo las células fueron transfectadas con el ORF de la proteína bacteriana 
CAT (cloranfenicol acetil transferasa) de localización citoplasmática. La 
inmunofluorescencia se llevó a cabo dos días después de la transfección, que también 
resultó el tiempo óptimo, según experimentos preliminares, para detectar la máxima 
señal de la proteína (datos no mostrados). 
Los plásmidos para las formas OCT1-WT, C88R, S189L, G465R y P197S se 
construyeron con el epítopo V5 en el extremo carboxilo terminal de la proteína. Sin 
embargo, para las mutaciones R61S fs*10 y C88A fs*16 esta estrategia no era válida, 
ya que, al ser variantes truncadas la proteína formada, acababa mucho antes del 
extremo carboxilo donde comenzaba la secuencia del V5. Para solucionar este 
problema se construyeron plásmidos que contenían la etiqueta V5 en el extremo 
amino terminal de la secuencia. 
 
Figura 53: Inmunolocalización del OCT1-WT (en verde) en células Alexander 
dos días después de la transfección con el plásmido que porta OCT1-WT con 
el epítopo V5 colocado en el extremo carboxilo terminal (A) o en el extremo 
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En experimentos previos, comprobamos por inmunofluorescencia que la 
diferente posición de la etiqueta no interfería con el “targeting” de la proteína a la 
membrana. Como se observa en la figura 53, tanto las células Alexander transfectadas 
con el plásmido OCT1-WT con V5 en el extremo carboxilo terminal (Figura 53A), como 
las transfectadas con el plásmido OCT1-WT con V5 en el extremo amino terminal 
(Figura 53B) presentaban el marcaje en la membrana plasmática reflejo de una 
correcta localización. 
Como se observa en la figura 54, la localización subcelular de las nuevas 
variantes descritas R61S fs*10 y C88A fs*16 fue citoplasmática, un hecho que era 
esperable atendiendo a la corta longitud de la proteína (Figura 52B) que es insuficiente 
para el adecuado direccionamiento a la membrana plasmática. Mientras que la 
variante P197S mostró una inserción correcta en la membrana plasmática.  
 
Figura 54. Localización subcelular de variantes de OCT1, marcadas con el epítopo V5 (en verde). Como 
control positivo se muestra la localización de membrana plasmática del OCT1-WT, como control negativo 
se utilizó el ORF de la proteína bacteriana CAT (cloranfenicol acetil transferasa). Los núcleos se tiñeron 
con Dapi. 
 
En el caso de las mutaciones previamente descritas pero cuya localización se 
desconocía o cuyos efectos funcionales eran contradictorios, encontramos que la 
variante C88R presentaba un marcaje mayoritariamente intracelular (Figura 54), lo 
cual podría explicar los resultados obtenidos en los experimentos de captación de TEA 
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(donde no fue capaz de transportar este catión), y que también concuerda con los 
datos de la bibliografía, que indican que esta variante muestra una marcada reducción 
de la captación del catión MPP+ (Kerb et al., 2002).  
En el mismo sentido, el SNP S189L presentó una localización 
predominantemente intracelular, lo que concuerda con la falta de transporte mostrada 
por esta variante en los experimentos de captación de TEA, así como los datos previos 
que señalan que este SNP presenta una menor captación de metformina (Shu et al., 
2008). Sin embargo, otro trabajo mantiene que esta variante transporta MPP+ con un 
nivel de captación similar al del OCT1-WT (Shu et al., 2003). La contradicción entre 
estos resultados puede deberse a diferencias en el procesamiento o en el “targeting” 
en los sistemas utilizados para el diseño de los experimentos. También, se ha 
mostrado que los polimorfismos en proteínas transportadoras pueden interaccionar de 
modo diferente con distintos sustratos (Urban et al., 2006), lo que podría ser otra 
causa que explicara las diferencias en cuanto a la captación para sustratos diferentes. 
El SNP G465R ha sido previamente descrito como una variante que ha perdido 
la funcionalidad, ya que no transporta MPP+ (Shu et al., 2003), ni metformina (Shu et 
al., 2008). Los resultados obtenidos en nuestros experimentos de captación de TEA, 
mostraron una reducción del transporte en células Alexander y una abolición del 
mismo en las líneas TFK1 y SK-Hep-1. En los estudios de inmunofluorescencia esta 
variante presentó una localización correcta en la membrana plasmática, lo que sugiere 
que la pérdida de funcionalidad de esta mutación no es debida a un defecto en el 
“targeting”. Pueden ser varias las razones por las que esta variante presente una 
impedida o reducida funcionalidad; la primera puede ser la interacción espacial (debida 
a la proximidad) con el residuo 450 que está implicado en la afinidad y selectividad de 
los cationes transportados (Figura 52A); por otro lado, como ya hemos comentado hay 
trabajos que describen un papel crucial para ciertos residuos de glicina altamente 
conservados en la estructura del OCT1, por lo que la sustitución de éstos puede 
afectar a la funcionalidad del transportador (Shu et al., 2008), de hecho otras 
mutaciones con cambios en el aa glicina, como la G220V y G401S, han mostrado una 
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4.3.8. Relación entre la capacidad transportadora de OCT1 y la sensibilidad al 
sorafenib 
Como hemos comentado anteriormente, los sistemas de transporte hepáticos de 
cationes orgánicos desempeñan un papel clave en la farmacocinética de fármacos de 
naturaleza catiónica. Debido a la elevada expresión del OCT1 en la membrana 
sinusoidal de los hepatocitos, este transportador tiene un papel predominante en el 
manejo de los fármacos catiónicos por el hígado.  
El sorafenib es un nuevo fármaco antineoplásico que ha mostrado una alta 
actividad antitumoral in vitro en varias líneas celulares tumorales, entre las que se 
incluyen líneas derivadas de HCC y de CGC (Sugiyama et al., 2011) (Huether et al., 
2007) (Liu et al., 2006). Desafortunadamente, la eficacia de este fármaco en el 
tratamiento de los pacientes no es tan eficaz como cabría esperar de su actividad in 
vitro, ya que a pesar de que el sorafenib ha sido aprobado para el tratamiento de 
pacientes con HCC avanzado, los beneficios que se han obtenido son modestos 
(Llovet et al., 2008), y en los ensayos en fase II realizados hasta la fecha en pacientes 
de CGC el sorafenib ha mostrado una actividad muy baja (Bengala et al., 2010).  
Una de las principales razones de la baja eficacia es una marcada refractariedad 
hacia este agente antitumoral, por distintos mecanismos de quimiorresistencia 
(MOCs), que en muchas ocasiones están presentes antes de que se inicie el 
tratamiento. Además, las células tumorales pueden desarrollar resistencia durante el 
tratamiento (Villanueva et al., 2007). 
En cuanto a la refractariedad al sorafenib, se han descrito alteraciones en varios 
MOCs para explicar la resistencia hacia este fármaco (Rosenzweig, 2012) (Marin et 
al., 2010): i) aumento de la expresión de bombas de eflujo de la familia ABC, como 
MDR1 y ABCG2, que llevan a una reducción del contenido intracelular del fármaco, 
por un mayor eflujo del mismo (MOC-1b), ii) cambios de expresión en enzimas 
implicadas en una mayor inactivación del fármaco. Las enzimas que metabolizan el 
sorafenib son principalmente la uridina glucuronosil transferasa 1A9, y en menor 
medida la CYP3A4 (MOC-2), y iii) presencia de variantes genéticas en las dianas 
moleculares del sorafenib (MOC-3). 
Dado que la entrada del sorafenib en la célula tumoral es un requerimiento 
esencial para su efectividad, los cambios en la expresión y/o actividad de los 
transportadores implicados en la captación del sorafenib también pueden suponer un 
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Puesto que hemos demostrado que el OCT1, que está abundantemente 
expresado en hepatocitos, participa en la captación de sorafenib, nos planteamos 
como siguiente objetivo analizar si las variantes genéticas de OCT1, encontradas en 
biopsias de HCC y CGC, podrían estar implicadas en la quimiorresistencia al 
sorafenib. 
En primer lugar, llevamos a cabo una serie de experimentos para comprobar el 
efecto del sorafenib sobre la viabilidad de líneas celulares humanas de distinto origen 
tisular, y así calcular las IC50. Se utilizaron líneas celulares hepáticas (Alexander, SK-
Hep-1, TFK1, EGI-1 y WIF-B9/R), de colon (LS 174T/R, y Caco-2), de placenta (JAr y 
BeWo), de pulmón (COR-L23 y COR-23/R) y renales (HEK-293). Se utilizó el test de 
formazán para medir la viabilidad celular, y determinar el efecto citostático del 
sorafenib tras 72 h de incubación con las células, utilizando un rango de 
concentraciones desde 0,5 µM a 50 µM. La figura 55A muestra las curvas de viabilidad 
para cada línea celular.  
Figura 55: Efecto dosis-dependiente del sorafenib sobre la viabilidad celular. (A) Distintas líneas 
celulares fueron incubadas con concentraciones crecientes (de 0,5 µM a 50 µM) de sorafenib 
durante 72 h. (B) Concentraciones de sorafenib requeridas para reducir la viabilidad al 50% (IC50) y 
expresión relativa del ARNm de OCT1 medida en cada línea celular por RT-PCR-Q y expresada 
como porcentaje de abundancia respecto a hígado sano. Los valores son media±SD de cuatro 
experimentos realizados por triplicado. 
 
Como se puede apreciar, las curvas de viabilidad celular en presencia de 
sorafenib fueron similares para casi todas las líneas celulares, reflejo de una actividad 
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celulares hepáticas e intestinales presentaron una IC50 entre 2,5 µM y 5,0 µM de 
sorafenib (Figura 55B). Estos valores de IC50 son similares a los descritos previamente 
por otros autores en otras células (Huether et al., 2006) (Liu et al., 2006). Las líneas 
celulares menos sensibles, fueron las dos derivadas de pulmón, que mostraron una 
IC50 cercana a 11µM. 
En estas células también se evaluó la expresión de OCT1 por RT-PCR-Q. La 
figura 55B muestra el resultado referido a la expresión que presenta el hígado humano 
sano, y normalizado con el control endógeno GAPDH. Todas las líneas celulares 
estudiadas presentaron unos niveles de expresión de OCT1 muy bajos, lo que 
concuerda con datos recientemente publicados sobre la expresión de OCT1 en 
biopsias de HCC y CGC (Martinez-Becerra et al., 2012) (Heise et al., 2012) (Lautem et 
al., 2013); en las líneas celulares hepáticas observamos una caída significativa en la 
expresión del transportador, que fue menor del 0,1 % de la expresión observada para 
el hígado sano. 
En experimentos preliminares de la sensibilidad del sorafenib, realizados con 
células transfectadas con el OCT1-WT o con el vector vacío, no encontramos 
diferencias entre ambas condiciones, cuando se exponían al fármaco durante 72 h. Un 
aspecto a tener en cuenta es que in vivo las células tumorales pueden estar menos 
tiempo expuestas al fármaco que en nuestras condiciones in vitro de 72 h de 
exposición. 
Por ello, realizamos ensayos in vitro para evaluar el efecto citostático del 
sorafenib en función del tiempo. Utilizamos células Alexander transfectadas de forma 
transitoria con el OCT1-WT o con el vector vacío (Mock) y evaluamos el efecto de la 
incubación con una dosis de sorafenib próxima a la IC50 (5 µM) durante 2, 4, 6 ó 12 h 
de exposición (Figura 56). Transcurrido el tiempo indicado, se retiraba el fármaco, se 
añadía medio de cultivo fresco y la viabilidad celular se evaluó 72 h después de la 
adición del sorafenib al cultivo.  
Nos pareció interesante observar que cuando el cultivo estaba expuesto al 
sorafenib durante un tiempo corto (2-6 h), la presencia del transportador OCT1 
marcaba la diferencia de sensibilidad a este agente, apareciendo un descenso 
marcado en la viabilidad celular, mientras que las células que no portaban el 
transportador (Mock) eran resistentes al efecto anti-proliferativo del sorafenib. Por el 
contrario, cuando aumentaba el tiempo de exposición al sorafenib (12 h), el efecto 
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similar (Figura 56), lo que parece indicar que la entrada del fármaco a la célula a 
tiempos cortos es altamente dependiente del transportador OCT1, mientras que a 
tiempos de incubación más largos la entrada del sorafenib a la célula por otros 
mecanismos anularía la ventaja que proporciona la presencia de OCT1.  
 
 
Figura 56: Efecto del sorafenib en función del tiempo. Dos días después de la 
transfección de células Alexander con el OCT1-WT o con el vector vacío (Mock), las 
células fueron expuestas a 5 µM de sorafenib durante el tiempo indicado. La viabilidad 
celular fue determinada 72 h después de añadir el sorafenib al medio de cultivo. Los 
valores son media±SD de cuatro experimentos realizados por triplicado. *, p<0,05, 
comparado con el OCT1-WT. 
 
En base a estos datos, decidimos evaluar el efecto de los distintos SNPs de 
OCT1 sobre la sensibilidad al sorafenib, en las líneas celulares TFK1, SK-Hep-1 y 
Alexander (Figuras 57A, 57B y 57C, respectivamente). Los estudios se llevaron a cabo 
a los 2 días de la transfección, y las células se expusieron durante 6 h a una dosis de 
5 µM del fármaco. 
Bajo estas condiciones seleccionadas, sólo las variantes de OCT1 S14F, L160F 
y G401S, que mantenían la capacidad transportadora (evaluada previamente en los 
experimentos de captación de TEA, figura 51), fueron capaces de inducir sensibilidad 
al sorafenib en las tres líneas células ensayadas (Figura 57). Respecto a las nuevas 
variantes de OCT1 descritas en esta Tesis Doctoral, la variante P197S otorgaba 
sensibilidad al sorafenib, sin embargo, las mutaciones R61S fs*10 y C88A fs*16 no 
inducían sensibilidad al fármaco, lo que concordaba con los datos previos, ya que eran 
proteínas truncadas, de corta longitud, con un “targeting” incorrecto que no las dirigía a 
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La variante G465R que, en las células Alexander reducía y en las Sk-Hep-1 y 
TFK1 anulaba el transporte de TEA, confería sensibilidad al sorafenib en las tres 
líneas celulares ensayadas (Figura 57). Esto podría deberse a una diferente 
interacción del transportador con el sorafenib y con el TEA, de hecho, trabajos 
recientes han descrito que los polimorfismos en proteínas transportadoras pueden 





















Figura 57: Sensibilidad al sorafenib inducida por el OCT1. Efecto de la expresión del OCT1-WT o 
de las variantes genéticas en la viabilidad de las células transfectadas TFK1 (A), SK-Hep-1 (B) y 
Alexander (C) determinada72 h tras la incubación con 5 µM de sorafenib, con o sin adicción de 25 
µM ó 250 µM de quinina durante 6 h. Los valores son media±SD de 4 experimentos llevados a 
cabo por triplicado. *, p<0,05 cuando se compara con las células Mock. †, p<0,05, comparando la 
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Además, para investigar de forma más específica que el efecto sobre la 
sensibilidad al sorafenib estaba mediado por el transporte a través del OCT1, la 
incubación con el fármaco se combinó con el inhibidor específico de OCT1 quinina. Se 
utilizaron dos concentraciones de este inhibidor, una de 25 µM que inhibía 
parcialmente y otra de 250 µM, que bloqueaba totalmente el transporte mediado por 
OCT1 (Figura 57). Así, para las variantes de OCT1 que mantenían la capacidad 
transportadora y que, por tanto, conferían sensibilidad al sorafenib, cuando se 
incubaban simultáneamente con sorafenib y quinina a la dosis de 25 µM la viabilidad 
celular se reducía menos que sin el inhibidor, y cuando se utilizaba la dosis de 250 µM 
se bloqueaba casi totalmente el transporte de sorafenib por el OCT1 y, por lo tanto, la 
viabilidad celular se mantenía próxima al 100% (Figura 57). 
Para confirmar estos resultados y evaluar si se trataba de un fenómeno 
dependiente del modelo celular empleado decidimos utilizar de nuevo el modelo de 
oocitos de Xenopus laevis. Los oocitos se microinyectaron con el ARNm del OCT1-WT 
o de algunas variantes genéticas de este transportador (que se sintetizaron del mismo 
modo descrito para el OCT1 silvestre, utilizando plásmidos de expresión que 









Figura 58: Captación mediada por OCT1 en oocitos de Xenopus laevis dos días después de 
la microinyección con el ARNm del OCT1-WT o de distintas variantes. Incubación durante 1 h 
con 50µM de sorafenib en presencia o ausencia de 250 µM de quinina. Como control 
negativo se utilizaron oocitos que no habían sido microinyectados y que se mantuvieron en 
las mismas condiciones que el grupo de oocitos microinyectados con el ARNm del OCT1-WT. 
Los valores son media±SD de 4 experimentos llevados a cabo por triplicado. *, p<0,05 
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Como se observa en la figura 58, los oocitos silvestres sin inyectar presentaron 
cierta captación endógena de sorafenib (aproximadamente 45 pmol/60 min/oocito), 
posiblemente mediada por algún sistema de transporte de cationes orgánicos presente 
en la membrana de los oocitos; sin embargo, la captación de sorafenib en los oocitos 
que expresaban OCT1 fue significativamente mayor (aproximadamente 66 pmol/60 
min/oocito) y además esta captación era inhibible por quinina, lo que demostraba la 
selectividad del transporte mediado por OCT1. Además de utilizar el OCT1-WT, como 
segundo control positivo incluimos el SNP S14F, que como se comentó anteriormente 
es una variante funcional de OCT1. Los resultados mostraron que esta variante 
también captaba eficazmente sorafenib (aproximadamente 73 pmol/60 min/oocito). 
Como controles negativos se incluyeron los SNPs R61C y R287G, ambas descritas 
como variantes que reducen o inactivan la funcionalidad de OCT1. Los oocitos 
inyectados con estas variantes presentaron una captación de sorafenib 
significativamente menor a la observada para los oocitos que portaban el OCT1-WT 
(Figura 58). 
En cuanto a las nuevas variantes descritas, como se esperaba, las mutaciones 
R61S fs*10 y C88A fs*16 presentaban una incorporación de sorafenib 
significativamente menor a la observada en los oocitos que expresaban la forma 
OCT1-WT, que era de una magnitud similar a la presentada por los oocitos que no 
habían sido inyectados. Por otro lado, el SNP P197S era capaz de captar sorafenib de 
modo similar al OCT1-WT (≈77 pmol/60 min/oocito) cuando era expresado en los 
oocitos, y esta captación se inhibía significativamente tras la adicción del quinina, lo 
que concuerda con las observaciones previas comentadas para esta variante. 
Los datos observados en este sistema de expresión heteróloga de las variantes 
de OCT1 en oocitos,  apoyan los resultados observados para estas mutaciones en 
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4.3.9. Screening de SNPs inactivantes, y variantes de “splicing” alternativo de 
OCT1 en un mayor número de HCCs y CGCs 
Nuestros resultados han indicado que los SNPs inactivantes del OCT1 están 
implicados en la pérdida de sensibilidad al sorafenib, por lo que el análisis y la 
detección de las variantes del OCT1 puede tener una gran repercusión para predecir 
la respuesta al tratamiento clínico con sorafenib en pacientes con HCC y CGC. 
Por ello, una vez identificados los SNPs relacionados con una pérdida de 
funcionalidad, nos planteamos como último objetivo de este bloque experimental el 
llevar a cabo una búsqueda selectiva sólo de las variantes inactivantes en un número 
mayor de muestras.  
En este nuevo grupo se incluyeron 11 muestras de pacientes con HCC, y 6 de 
pacientes con CGC, que se acompañaban de tejido adyacente no tumoral, y que al 
igual que las muestras procesadas en la primera parte del estudio, procedían de 
pacientes que no habían recibido tratamiento quimioterapéutico previo. Los datos 
relativos a las características del tumor se incluyeron en la tabla suplementaria MM-1 
(página 95). 
El análisis de la presencia de SNPs en estas muestras se realizó mediante RT-
PCR-Q, utilizando “primers” diseñados selectivamente para las mutaciones 
inactivantes R61C, C88R, S189L, G220V, R287G, R61S fs*10 y C88A fs*16. Las 
condiciones para la PCR fueron puestas a punto previamente para conseguir una 
diferencia entre la señal producida por la secuencia mutada y la silvestre de al menos 
5 Ct (como se describe en el apartado 3.12 de Material y Métodos). La abundancia de 
cada variante fue normalizada por la abundancia de ARNm para el OCT1 total. 
Los resultados obtenidos en las nuevas muestras confirmaron los datos previos 
sobre la reducción de la expresión de OCT1 en tumores hepáticos en comparación 
con los niveles de expresión presentes en el tejido adyacente no tumoral (Tabla 14). 
La tabla 14 recoge el conjunto de los resultados obtenidos para el número total 
de biopsias analizadas (23 HCCs y 15 CGCs). En cuanto a la frecuencia de aparición 
de las dos nuevas mutaciones inactivantes, se observó que la R61S fs*10 fue 
detectada en el 17% y 13% de los HCCs y CGCs respectivamente, mientras que la 
variante C88A fs*16 sólo fue detectada en muestras de HCC (17%). 
Los SNPs inactivantes previamente descritos, cuya MAF se muestra en la tabla 




Elisa Lozano Esteban 
Elisa Lozano Esteban 
estos SNPs aparecieron en los HCCs con una frecuencia de 17% (R61C), 12% 
(C88R), 9% (S189L), 9% (G220V) y 4% (R287G) respectivamente, mientras que en el 
tejido pareado no tumoral sólo se detectaron los SNPs C88R y G220V, y con una 
frecuencia menor que en los tumores. De modo similar en los CGCs se observó una 
frecuencia de aparición del 7% (R61C), 13% (C88R), 13% (S189L), 13% (G220V) y 
7% (R287G), y en el tejido adyacente no tumoral sólo se detectó la mutación R61C. 
La presencia de variantes cortas, no funcionales, de OCT1 generadas por 
“splicing” alternativo fue investigada en esta segunda tanda de biopsias, por el mismo 
método de PCR analítica utilizado en el primer grupo de muestras. 
 
Tabla 14. Variantes inactivantes del OCT1 presentes en biopsias de carcinoma hepatocelular (HCC), y 
colangiocarcinoma (CGC), y en su respectivo tejido no tumoral adyacente. 
 
Porcentaje de aparición de variantes inactivantes del OCT1 en las muestras de cada grupo: tejido 
pareado no tumoral adyacente a las muestras de HCC (carcinoma hepatocelular), biopsias de HCC, tejido 
pareado no tumoral adyacente a las muestras de CGC (colangiocarcinoma), o biopsias de CGC. a, 
p<0,05%, comparado los niveles de expresión del ARNm del OCT1 en HCC (n=23) o en CGC (n=15) con 





ARNm OCT1 (% del hígado) 81,5±15,3 48,3±12,2a 89,7±18,3 10,8±5,5a
Variantes de "splicing" descritas
Deleción del exón 9 19% 35% 58% 33%
Deleción de exones 9 y 10 25% 35% 83% 40%
Deleción de exones 7 y 10 0% 4% 0% 7%
c.1276+1insGTAAGTTG 6% 22% 0% 7%
Nuevas variantes de "splicing"
c.1276+1insGTAAGTTG y del.exón 9 19% 30% 16% 27%
Deleción del exón 10 38% 48% 25% 67%
SNPs inactivantes descritos
R61C 0% 17% 16% 7%
C88R 4% 12% 0% 13%
S189L 0% 9% 0% 13%
G220V 6% 9% 0% 13%
R287G 0% 4% 0% 7%
Nuevos SNPs inactivantes 
R61S fs*10 6% 17% 0% 13%
C88A fs*16 0% 17% 0% 0%
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Poniendo en conjunto los datos recogidos en el total de muestras analizadas, 
observamos que las nuevas variantes de “splicing” alternativo detectadas en esta 
Tesis Doctoral, c.1276+1insGTAAGTTG combinada con la escisión del exón 9, y la 
variante con escisión del exón 10, aparecían con una frecuencia muy elevada en los 
tumores de HCC y CGC. Al considerar todas las variantes de OCT1 generadas por un 
procesamiento del ARNm inmaduro, podemos deducir que los procesos de “splicing” 
alternativo del OCT1 son muy frecuentes en los tumores hepáticos. 
Además, cuando todas las variantes de OCT1 fueron consideradas de manera 
conjunta, el resultado fue que al menos un SNP inactivante estaba presente en el 48% 
de los HCCs y en el 40% de los CGCs. 
En resumen, los resultados de esta parte de nuestro estudio sugieren que la 
caída en los niveles de expresión de OCT1, junto con la presencia de variantes no 
funcionales de este transportador en tumores hepáticos, determina la reducida entrada 
de sorafenib en las células tumorales, un menor acceso a sus dianas moleculares 
localizadas intracelularmente, y en consecuencia una peor respuesta al tratamiento. 
Esto sugiere que el análisis de los niveles de expresión de este transportador, así 
como la detección de variantes genéticas, pueden ser de gran utilidad para llevar a 
cabo una apropiada selección de los pacientes con HCC o CGC candidatos a tener 
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CONCLUSIÓN PRIMERA: 
Se ha puesto a punto un modelo animal de colangiocarcinogénesis en ratas, que 
puede ser de utilidad para profundizar en el conocimiento de la patogénesis y el 
desarrollo del colangiocarcinoma. Así, se ha constatado que la acumulación crónica de 
ácidos biliares, como la que se produce en diversas patologías asociadas a la 
colangiocarcinogénesis, estimula la proliferación y favorece el desarrollo de estos 
tumores, por lo que se concluye que los ácidos biliares pueden actuar como moléculas 
promotoras o co-carcinogénicas. 
  
CONCLUSIÓN SEGUNDA: 
Se han obtenido y caracterizado dos líneas celulares monoclonales derivadas de 
colangiocarcinoma inducido químicamente en ratas, que hemos denominado 
REUSAL-C44 y REUSAL-C49. Ambas líneas son un buen modelo in vitro para el 
estudio de la biología tumoral y patogénesis molecular del colangiocarcinoma, así 




 El transportador de ácidos biliares ASBT, que se expresa en el hígado 
solamente en colangiocitos, mantiene su expresión y funcionalidad en tumores 
colangiolares, por lo que puede ser utilizado como diana en la vectorización de 
derivados citostáticos de ácidos biliares, como los Bamets, con el objetivo de elevar 
los niveles intracelulares del principio activo en las células tumorales.  
  
CONCLUSIÓN CUARTA: 
 La expresión del transportador de cationes orgánicos OCT1 en las células 
colangiolares tumorales puede facilitar la entrada de los Bamets en el interior celular, 
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CONCLUSION QUINTA: 
 El derivado de ácidos biliares y cisplatino Bamet-UD2 muestra un efecto 
citostático in vitro frente a líneas celulares de colangiocarcinoma; este dato junto con 
su baja toxicidad in vivo, hacen que este fármaco pueda ser eficaz en el tratamiento de 
este tipo de tumores.  
  
CONCLUSION SEXTA: 
El desarrollo de tumores hepáticos, como el carcinoma hepatocelular y el 
colangiocarcinoma, se acompaña muy frecuentemente de una caída en los niveles de 
expresión del OCT1, junto con la aparición de variantes genéticas aberrantes de este 
transportador. Puesto que el OCT1 está implicado en la captación celular del 
sorafenib, una reducida expresión y/o actividad de este transportador pueden afectar 
de manera significativa a la capacidad de las células tumorales de captar y por lo tanto 
responder al tratamiento con sorafenib, y probablemente a otros fármacos 
antitumorales que son sustratos del OCT1 como los Bamets.  
 
CONCLUSION SÉPTIMA: 
La evaluación de la expresión y funcionalidad del OCT1 en los pacientes con 
carcinoma hepatocelular y colangiocarcinoma podría ser una estrategia útil para la 
identificación de los pacientes que tienen menor probabilidad de responder al 
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